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1 Einleitung 
1.1 Charakterisierung der Erythrozyten-Alterung in vivo  
1.1.1 Bildung und Funktionsweise von Erythrozyten 
Reife menschliche Erythrozyten gehören zu den am besten untersuchten 
Zellen. Sie bilden einen Anteil von etwa 10 % des gesamten Zellvolumens des 
menschlichen Organismus. Die Hauptfunktion der Erythrozyten ist der 
Transport von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid. Im Mittel befinden sich bei 
Männern 5,1 Mio. und bei Frauen 4,6 Mio. Zellen in einem Mikroliter Blut. 
Neben Wasser stellt der Eiweißkörper Hämoglobin mit einem Anteil von 34 % 
die Hauptmasse der Erythrozyten dar (entspricht ca. 90 % des 
Trockengewichtes). Morphologisch handelt es sich um kernlose, bikonkave 
Scheiben mit einem mittleren Durchmesser von 7,5 µm und einer mittleren 
Größe von 85 – 90 fl. Die charakteristische Form begünstigt sowohl den 
Gasaustausch als auch ihre leichte Verformbarkeit bei der Passage von 
kleinkalibrigen Kapillaren. Etwa 0,8 % der Erythrozyten werden innerhalb 24 
Stunden erneuert. Die Bildung neuer Erythrozyten findet unter dem Einfluss des 
hormonell-wirksamen Glykoproteins Erythropoetin (EPO) in den 
hämatopoetischen Geweben aus pluripotenten Stammzellen statt 
(Chateauvieux et al., 2011). Sekundär steigern weitere Hormone wie 
Androgene, Thyroxin und Somatotropin die Sensibilität gegenüber dem Einfluss 
von EPO (Jelkmann, 2011). Während die kernhaltigen Progenitorzellen der 
Erythrozyten noch über die üblichen, für die oxidative Glykolyse und 
Proteinsynthese notwendigen Enzyme verfügen, sind reife, kernlose 
Erythrozyten zur Energiegewinnung auf die anaerobe Glykolyse angewiesen. 
Durch die anaerobe Glykolyse und über den Pentosephosphat-Zyklus 
entstehen Redoxäquivalente wie Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) und 
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH). NADH dient in diesem 
Kontext vorwiegend der Reduktion von fortlaufend neu endstehendem 
Methämoglobin (Hultquist et al., 1971). NADPH wird hingegen zur Reduktion 
des Glutathions gebraucht. Glutathion wird als Antioxidans zum Schutz anderer 
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Enzyme vor reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) benötigt (Worthington et al., 
1976). Die besondere Verformbarkeit und Membranresistenz der Erythrozyten 
beruht auf dem charakteristischen Membran- und Zytoskelett.  Die Membran 
besteht aus einer Lipiddoppelschicht, in die Glykophorin und verschiedene 
Membranproteine wie der Glukosetransporter GLUT1, Aquaporin oder der Cl-
/HCO3--Austauscher (Bande-3-Protein) eingebettet sind. Auf der Innenseite 
befindet sich ein Maschenwerk von Spektrinmolekülen, Ankyrin und weiteren 
Verbindungsproteinen wie Bande 4.1-Protein und Aktin (Mohandas et al., 
2008). 
1.1.2 Die physiologische Lebensspanne von Erythrozyten in vivo 
Menschliche Erythrozyten haben eine durchschnittliche Lebensspanne von 115 
- 120 Tagen (Bosman et al., 2005). Der Abbau findet im retikuloendothelialen 
System vor allem in der Milz und den Kupffer-Zellen der Leber statt (Kay, 1975; 
Safeukui et al., 2012). Beim Menschen findet der Abbau der Zellen im 
Gegensatz zu anderen Spezies (z.B.: Mäuse) nicht zufällig statt. Daraus folgt, 
dass alle humanen Erythrozyten in etwa die gleiche Lebensspanne haben. Je 
nach Messmethode und Individuum schwankt die Lebenszeit der Erythrozyten 
lediglich um etwa 10 – 20 %. Untersuchungen legen nahe, dass der größere 
Anteil dieser Abweichung auf individuelle Unterschiede zurückzuführen ist 
(Franco, 2009). Diese Erkenntnisse legen die Existenz eines auf zellulärer 
Ebene gesteuerten Alterungsprozesses nahe (Erythrozyten-Senescence).  
1.1.3 Die physiologische Erythrozyten-Alterung (Senescence) 
Zur Aufrechterhaltung der Homöostase des Kreislaufsystems bedarf es eines 
Mechanismus zur Aussortierung gealterter und beschädigter Zellen. Dieser  
Vorgang wird in Bezug auf die Erythrozyten-Alterung auch Senescence 
genannt. Ein gesteuerter Abbau ist insbesondere zur Vermeidung von 
Hämolyse und der damit verbundenen Freisetzung von Hämoglobin in das 
Plasma erforderlich, da freies Hämoglobin besonders in der Niere zu Schäden 
bis hin zum akuten Nierenversagen führen kann (Clark et al., 1981). Zudem 
führt es über den Verbrauch von Stickstoffmonoxid zur Vasokonstriktion und 
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Plättchenaggregation (Rother et al., 2005). Der Anteil an durch intravasale 
Hämolyse zerstörten Erythrozyten ist unter physiologischen Bedingungen 
vernachlässigbar klein, kann jedoch im Rahmen hereditärer oder erworbener 
Störungen klinisch relevant werden. Zu den gängigen Störungen, die mit einer 
gesteigerten Hämolyse einhergehen gehören unter anderem Infektionen, 
hämolytische Mikroangiopathien und die autoimmunhämolytische Anämie 
(AIHA) sowie angeborene Störungen der Erythrozyten wie z.B.: der Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase-Mangel, die Sichelzellanämie und die hereditäre 
Sphärozytose (Dhaliwal et al., 2004). 
 
Der gesteuerte Abbau gealterter Erythrozyten erfolgt extravasal über 
immunologisch vermittelte Phagozytose durch Makrophagen des 
retikuloendothelialen Systems (Kay, 1975). Das anfallende Hämoglobin wird 
somit direkt verstoffwechselt. Die beim Abbau entstehenden freien 
Aminosäuren stehen so wieder dem allgemeinen Aminosäurepool zur 
Verfügung. Der Häm-Komplex wird in den Makrophagen zu indirektem Bilirubin 
abgebaut und über das Plasma zur Leber transportiert, wo es konjugiert und 
aktiv in die Galle sezerniert wird. Das freigesetzte Eisen wird über das 
Transportprotein Transferrin wieder dem Eisenkreislauf zugeführt.  
1.1.4 Der IgG-abhängige Erythrozyten-Abbau 
Die genauen Mechanismen des IgG-abhängigen Erythrozyten-Abbaus sind 
nicht vollständig geklärt. Die entscheidende Rolle spielt dabei die 
immunologische Opsonierung gealterter Zellen. Hierzu werden die Erythrozyten 
durch autologe Antikörper der Klasse IgG markiert (Kay, 1975; Pantaleo et al., 
2008). Eine verstärkte Bindung dieser Antikörper findet besonders in den 
letzten Lebenstagen gealterter Erythrozyten statt (Christian et al., 1993). Das 
Antigen hierfür stellt das in Erythrozyten prädominante Membranprotein Bande-
3-Protein dar (Kay, 1984, 1990; Kay et al., 1983). Die Tatsache, dass die 
Fähigkeit zur Neusynthese von Proteinen und Enzymen in Erythrozyten nicht 
gegeben ist, legt die Vermutung nahe, dass Veränderungen des bereits vorher 
existierenden Bande-3-Proteins für diesen Vorgang verantwortlich sind. Eine 
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dieser Veränderungen ist die Clusterbildung von Bande-3-Proteinen (Turrini et 
al., 1991). Diese erfolgt durch verschiedene Mechanismen in alternden 
Erythrozyten. Gängige Hypothesen beschreiben die verstärkte Proteinoxidation 
und Denaturierung von Hämoglobin als mögliche Auslöser der Clusterbildung 
(Low et al., 1985; Lutz et al., 1987; Rettig et al., 1999). Im Falle der 
Hämoglobin-Denaturierung bilden sich „cross-links“ zwischen den Bande-3-
Proteinen, welche nun das aktive Antigen für die IgG-Antikörper darstellen. 
Zusätzlich sind die Antikörper befähigt, den Komplementfaktor C3 zu binden 
und so weitere Komplementreaktionen auszulösen (Lutz et al., 1993a) bzw. das 
Phagozytose-Signal zu verstärken (Fries et al., 1987; Lutz et al., 1993b).  
1.1.5 Der IgG-unabhängige Erythrozyten-Abbau 
Neben dem immunologisch vermittelten Abbauprozess sind weitere 
Abbauprozesse in alternden Erythrozyten beschrieben. Einige Autoren haben 
eine Veränderung von Dichte, Größe und Verformbarkeit sowie eine damit 
verbundene erschwerte Passage der engen Kapillaren der Milz als weiteren 
Mechanismus zur Erythrozytenelimination eingeführt (Bratosin et al., 1998; 
Clark, 1988; Nash et al., 1981). Auch die Veränderungen des CD47-
Oberflächenantigens in alternden Erythrozyten, welches physiologischerweise 
über Interaktionen mit dem SIRPα - Immun-Rezeptor von Makrophagen als ein 
„do-not-eat-me“ Signal fungiert (Burger et al., 2012) und der Verlust von 
Sialinsäure auf der Oberflächenmembran während der Alterung (Durocher et 
al., 1975), wurden als mögliche Mechanismen einer gesteigerten Phagozytose 
postuliert. Inwieweit diese Prozesse in vivo tatsächlich zur Erythrozyten-
Phagozytose führen, ist noch nicht vollständig verstanden (Bratosin et al., 
1998). Des Weiteren zeigen Untersuchungen, dass alternde Erythrozyten 
hämoglobinhaltige Vesikel abschnüren und somit ca. 20 % des Hämoglobins 
verlieren (Willekens et al., 2003). Diese Vesikel werden ebenfalls in der Milz 
und Leber abgebaut (Willekens et al., 2005).  
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1.1.6 Die Rolle von Phosphatidylserin (PS) bei der Erythrozyten-Alterung 
Alle bisher genannten Mechanismen stellen Erythrozyten-spezifische Wege der 
Zellalterung und des Zellabbaus dar. Ein weiteres starkes Phagozytose-Signal 
ist die Präsentation von Phosphatidylserin (PS) auf der äußeren Zellmembran. 
Die Expression von PS stellt ein bedeutendes und allgemein anerkanntes 
Merkmal der Apoptose kernhaltiger Zellen dar. Da reife Erythrozyten weder 
Mitochondrien noch einen Zellkern besitzen wurde dieser Apoptose-
Mechanismus in diesen Zellen lange Zeit ausgeschlossen. Dabei zeigten 
verschiedene Autoren bereits, dass Erythrozyten auch zur verstärkten 
Expression von PS befähigt sind und zogen dies auch als Mechanismus 
während der physiologischen Erythrozyten-Alterung in Betracht (Boas et al., 
1998; Connor et al., 1994; McEvoy et al., 1986).  
 
Es war lange unklar, inwieweit die Externalisierung von PS auch als eine 
Reaktion der Zellen auf äußere Einflüsse und Stressoren verstanden werden 
kann. Bereits 2001 wurden diese Vorgänge als eine Form der Apoptose in 
Erythrozyten beschrieben (Bratosin et al., 2001). Eine große Anzahl von 
Untersuchungen der letzten Jahre legen nahe, dass Erythrozyten ebenfalls zu 
einem suizidalen Zelltod ähnlich der Apoptose kernhaltiger Zellen befähigt sind 
und dabei einige apoptose-typische Charakteristika aufweisen (Lang et al., 
2015c; Lang et al., 2010; Lang et al., 2006a; Lang et al., 2012c). Dieser 
Prozess wird im Folgenden in Abgrenzung zur physiologischen Alterung 
(Senescence) und Apoptose kernhaltiger Zellen als Eryptose bezeichnet und in 
Abschnitt 1.3 detailliert dargestellt.  
1.2 Apoptose 
1.2.1 Bedeutung der Apoptose 
Unter dem Begriff der Apoptose versteht man eine Form des programmierten 
Zelltods kernhaltiger Zellen. Es ist anzunehmen, dass nahezu alle kernhaltigen 
Zellen höherer Organismen zur Apoptose befähigt sind (Raff et al., 1994). Der 
Begriff wurde erstmals 1972 von Kerr, Wyllie und Currie eingeführt. Sie 
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beschrieben einen Vorgang in sterbenden Zellen, welcher durch 
charakteristische morphologische Veränderungen gekennzeichnet ist (Kerr et 
al., 1972). Dabei handelt es sich um einen streng regulierten, physiologischen 
Prozess, welcher im Gegensatz zum Vorgang der (weitläufig als pathologisch 
betrachteten) Nekrose, zu einem gezielten Abbau der Zellen ohne Freisetzung 
intrazellulärer Bestandteile und dem damit verbundenen Auslösen einer 
Entzündungsreaktion im umliegenden Gewebe gekennzeichnet ist (Wyllie et al., 
1980). Abbildung 1 zeigt eine vereinfachte Darstellung der morphologischen 
Veränderungen während der Apoptose und der Nekrose.  
 
Abbildung 1 - Morphologie der Apoptose und der Nekrose – [A] Typische Veränderungen 
während der Apoptose. Die Endstrecke der Apoptose stellt die Phagozytose durch Immunzellen 
ohne begleitende Entzündungsreaktion dar. [B] Bei der Nekrose kommt es zu einer 
Zellschwellung und Zelllyse mit nachfolgender Entzündungsreaktion.  
Neben der Apoptose sind weitere Formen des programmierten Zelltodes 
beschrieben worden sind, welche sich von dem Begriff der Apoptose abgrenzen 
lassen. Beispiele hierfür sind die Begriffe der Autophagie, Aponekrose und 
Paraptose (Debnath et al., 2005; Formigli et al., 2000; Sperandio et al., 2000). 
A   Apoptose
B   Nekrose
Kernkondensation
und Pyknose 
Kernfragmentierung 
und Membran-Blebbing Phagozytose 
Reversible Schwellung  Irreversible Schwellung Zelllyse 
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Sie alle lassen sich unter dem Begriff des „programmed cell death“, kurz PCD, 
zusammenfassen. Die genaue Definition und Abgrenzung dieser Zelltodformen 
ist wird der Literatur uneinheitlich vollzogen. Zudem kann man davon 
ausgehen, dass in Zukunft noch weitere Formen des PCD beschrieben werden. 
 
Apoptose ist in eine Vielzahl physiologischer und pathologischer Vorgänge 
involviert. Sie kann als ein Mechanismus zur sicheren Entfernung überflüssiger 
oder geschädigter Zellen angesehen werden. Um die Homöostase im 
menschlichen Organismus aufrecht zu erhalten, sterben über diesen 
Mechanismus, im Erwachsenen, pro Tag etwa 10 Milliarden Zellen ab. Die 
gleiche Anzahl an Zellen wird parallel dazu durch Mitose neu gebildet (Renehan 
et al., 2001). Zudem spielt die Apoptose eine wichtige Rolle bei der 
physiologischen Entwicklung des Immunsystems (Opferman et al., 2003), bei 
der Entwicklung des zentralen Nervensystems (Raff et al., 1993; Yuan et al., 
2000), bei der Altersinvolution von Organen (Bar-Dayan et al., 1999; Tilly et al., 
1991), bei der physiologischen Wundheilung (Greenhalgh, 1998) und bei der 
Embryonalentwicklung (Jacobson et al., 1997). Durch die Vielzahl an 
physiologischen Vorgängen in welche die Apoptose involviert ist, wird deutlich, 
dass eine strenge Regulierung auf molekularer Ebene erforderlich ist. Eine 
Überstimmulation bzw. Inhibierung der Apoptose oder eine Entkopplung der 
Zellen von den zugrundeliegenden Regulationsmechanismen kann zu einer 
Vielzahl pathologischer Veränderungen führen. Beispiele hierfür sind 
Autoimmunerkrankungen (Clemens et al., 2000), neurodegenerative 
Erkrankungen (Shimohama, 2000) und die Tumorbildung (Lowe et al., 2000; 
Tsujimoto et al., 1985; Wallace-Brodeur et al., 1999). Speziell bei der 
Erforschung der Tumorentstehung und -therapie spielt die Apoptose eine 
zentrale Rolle insbesondere bei der Entwicklung von gezielten 
Therapieansätzen. Auch eine Vielzahl von Viren können Apoptose in Zellen 
sowohl hemmen als auch induzieren. Relevante Beispiele hierfür sind das HI-
Virus (HIV) (Meyaard et al., 1992), das Ebstein-Barr-Virus (EBV) (Gregory et 
al., 1991) und das humane Papilloma-Virus (HPV) (Finzer et al., 2002). 
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1.2.2 Morphologische Charakteristika der Apoptose 
Apoptose findet typischerweise in einzelnen Zellen oder kleinen Zell-Clustern 
statt. Morphologische Kennzeichen der Apoptose in kernhaltigen Zellen sind die 
Ablösung der Zelle aus dem Gewebsverband, die Zellschrumpfung und die 
Pyknose. Unter dem Begriff der Pyknose versteht man die Verdichtung des 
Chromatins im Zellkern bei gleichzeitiger Kernmembranschrumpfung. Diese 
Veränderungen können lichtmikroskopisch beobachtet werden (Kerr et al., 
1972; Wyllie et al., 1980). Sie sind der morphologische Ausdruck einer 
Fragmentierung der Desoxyribonukleinsäure (DNA), Kondensation des Kern-
Chromatins und Verdichtung des Zytoplasmas. Der Zellkern kann dabei in 
mehrere Teile zerfallen, was als  Karyorrhexis bezeichnet wird. Häufig lässt sich 
das sogenannte „Membran-Blebbing“ beobachten. Der Begriff beschreibt die 
Entstehung von Ausstülpungen in der Plasmamembran. Am Ende des 
Vorgangs entsteht ein homogenes, eosinophiles Apoptosekörperchen (ein 
ebenfalls durch Kerr et al. geprägter Begriff). Es handelt sich um 
membrangebundene Vesikel, die sich in ihrer Größe und Zusammensetzung 
unterscheiden können. Sie bestehen aus Zytoplasma, dicht gepackten 
Organellen und Teilen des kondensierten Nucleus (Hacker, 2000). Die 
Plasmamembran bleibt bis dahin vollständig erhalten (Elmore, 2007). Diese 
Apoptosekörperchen können dann durch Makrophagen ohne Auslösung einer 
Entzündungsreaktion phagozytiert werden (Savill et al., 2000). Ein wichtiges 
Signal für die Erkennung und nachfolgende Phagozytose durch Immunzellen ist 
das Erscheinen von PS auf der äußeren Zellmembran (Fadok et al., 1998). 
Techniken, die diese Veränderung detektieren, wie die Färbung der Zellen 
mittels PS-bindendem Annexin-V gehören zu den Standard-Werkzeugen für 
den Nachweis von Apoptose (Koopman et al., 1994). 
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1.2.3 Mechanismen und Signalwege der Apoptose in kernhaltigen Zellen 
Als zentrale Effektoren der Apoptose in kernhaltigen Zellen konnten vier 
funktionelle Molekülgruppen identifiziert werden. Dazu zählen Caspasen 
(Cystein-Aspartat-spezifische-Proteasen), Rezeptoren der Tumor-Nekrose-
Faktor-(TNF)-Rezeptor Super-Familie, Proteine der Bcl-2 Familie und 
sogenannte Adaptorproteine, welche die molekulare Verbindung der zuerst 
genannten drei Gruppen darstellen (Strasser et al., 2000).  
1.2.3.1 Caspasen 
Die Rolle der Caspasen für die Apoptose wurde von H. Horvitz et al. bereits 
1993 anhand von Untersuchungen des Ced-3 Gens (Caenorhabditis elegans 
death gene) entdeckt. Ced-3 kodiert für eine Protease, die für den Zelltod 
während der Entwicklung des Fadenwurms Caenorhabditis elegans essentiell 
ist (Yuan et al., 1993). Im Verlauf wurden ähnliche Proteasen in Säugetieren 
und daraufhin eine ganze Familie von Caspasen entdeckt (Alnemri et al., 1996). 
Derzeit sind mindestens 14 Caspasen bekannt. Diese können kategorisiert 
werden in Initiator-Caspasen (Caspase-2, -8, -9, -10), Effektor-Caspasen 
(Caspase-3, -6, -7) und inflammatorische Caspasen (Caspase-4, -5) (Cohen, 
1997). Darüberhinaus wurden weitere spezifische Caspasen identifiziert. Hierzu 
zählen Caspase-11, welche die Apoptose im septischen Schock reguliert (Kang 
et al., 2002), Caspase-12, welche die zytotoxischen Effekte des ß-Amyloids 
vermittelt und als Mediator des spezifischen Apoptose-Wegs des 
endoplasmatischen Retikulums fungiert (Nakagawa et al., 2000), die bovine 
Caspase-13 (Koenig et al., 2001) und die nur in embryonalen Geweben und 
Keratinozyten vorkommende Caspase-14 (Eckhart et al., 2000; Hu et al., 1998).  
Caspasen liegen in den meisten Zellen als inaktive Proenzyme mit einer 
niedrigen intrinsischen Aktivität, sogenannte Zymogene, vor. Nach Aktivierung 
können sie andere Pro-Caspasen spalten und diese ihrerseits aktivieren. Sie 
sind Bestandteil einer Enzymkaskade, bei der Initiator-Caspasen vornehmlich 
die Pro-Effektor-Caspasen aktivieren (Cohen, 1997). Dieser Vorgang wird durch 
die Fähigkeit einiger Caspasen zur Autoaktivierung katalysiert (Thornberry et 
al., 1998). Effektor-Caspasen spalten letztlich wichtige zelluläre Proteine wie 
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Lamin, Aktin und DNA-Reparaturenzyme. Für die DNA-Fragmentierung sind 
Endonucleasen verantwortlich (Wyllie, 1980). Es konnte die Caspase-aktivierte 
DNAse (CAD), welche normalerweise durch einen Inhibitor (iCAD) inaktiviert 
wird, identifiziert werden. Während der Apoptose wird iCAD durch die Caspase-
3 gespalten und somit die CAD aktiviert (Sakahira et al., 1998). Bezüglich der 
Initiierung der Apoptose unterscheidet man zwischen zwei Hauptsignalwegen, 
dem extrinsischen Signalweg und dem intrinsischen Signalweg. Daneben gibt 
es weitere Caspasen-abhängige und Caspasen-unabhängige Signalwege, wie 
den spezifischen Signalweg des endoplasmatischen Retikulums (ER) und den 
Perforin / Granzym-Signalweg.  
1.2.3.2 Extrinsischer Signalweg 
Die Initiierung der Apoptose über den extrinsischen Signalweg beinhaltet die 
Liganden-Bindung an transmembranösen Rezeptoren, welche von vielen 
Autoren als sogenannte Todesrezeptoren bezeichnet werden. Sie stammen aus 
der TNF-Rezeptor-Familie und besitzen eine zytoplasmatische Todesdomäne 
(death domain [DD]), welche  eine kritische Rolle bei der Übermittlung der 
Signale von der Zelloberfläche nach intrazellulär spielt (Ashkenazi et al., 1998; 
Locksley et al., 2001). Es sind mehrere Rezeptor-Liganden-Paare und 
nachfolgende intrazelluläre Signalwege bekannt, unter anderem Fas-L / Fas-R , 
TNF-α / TNF-R1, Apo3 / DR3, Apo2 / DR4, und Apo2L / DR5 (Ashkenazi et al., 
1998; Peter et al., 1998). Am besten charakterisiert sind die nachfolgenden 
molekularen Vorgänge an den Fas-L / Fas-R und TNF-α / TNF-R1 - Modellen. 
Nach Ligandenbindung an den Rezeptoren werden Adaptorproteine rekrutiert. 
Die Bindung von TNF-α an TNF-R1 führt zu der Rekrutierung des ebenfalls eine 
Todesdomäne tragenden Proteins TRADD (TNF receptor type 1-associated DD 
protein) (Hsu et al., 1995). TRADD rekrutiert ein weiteres Protein, FADD (Fas-
Associated protein with DD). Dieses trägt eine Todeseffektor-Domäne (DED), 
welche an die Caspase-8 binden kann und diese aktiviert (Hsu et al., 1996). Die 
Bindung von Fas-L an Fas-R führt hingegen direkt zur Bindung von FADD 
(Chinnaiyan et al., 1995). Daraus entsteht der „death inducing signaling 
complex“ (DISC). Er besteht aus dem Todesrezeptor, FADD und Caspase-8. Im 
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Folgenden kommt es zu einer weiteren Aktivierung der Initiator-Caspasen 
(Peter et al., 2003).   
1.2.3.3 Intrinsischer Signalweg 
Der intrinsische Signalweg wird über nicht-rezeptorvermittelte, intrazelluläre 
Signale aktiviert. Diese wirken direkt auf molekulare Ziele innerhalb der Zelle. 
Vor allem die Mitochondrien spielen hier eine entscheidende Rolle (Marchetti et 
al., 1996).  Es existieren positive Stimuli wie beispielsweise Strahlung, Hypoxie, 
Toxine, freie Radikale, Hyperthermie oder virale Infektionen und negative 
Stimuli wie beispielsweise der Wegfall bestimmter Hormone, 
Wachstumsfaktoren oder Zytokine, welche normalerweise die Apoptose 
unterdrücken (Elmore, 2007). Alle Stimuli führen zur Freisetzung pro-
apoptotischer Proteine aus den Mitochondrien. Zu dieser Gruppe gehören 
Cytochrom C (Liu et al., 1996), Smac / Diabolo (Du et al., 2000; Verhagen et al., 
2000) und die Serinprotease HtrA2 / Omi (van Loo et al., 2002). HtrA2 / Omi 
und Smac / Diabolo binden und inaktivieren sogenannte „inhibitor of apoptosis 
proteins“ (IAPs). IAPs sind eine Gruppe strukturell und funktionell verwandter 
Proteine, welche befähigt sind Caspasen zu hemmen (Deveraux et al., 1997). 
Über den Verlust der über IAPs vermittelten Caspase-Hemmung wirken sie pro-
apoptotisch. Cytochrom C befindet sich normalerweise im intermembranösen 
Raum der Mitochondrien, wo es als Elektronencarrier bei der oxidativen 
Phosphorylierung innerhalb des Energiestoffwechsels dient. Nach 
Translokation in das Zytosol bindet und aktiviert Cytochrom C direkt den 
„apoptotic protease activating factor-1“ (Apaf-1) (Zou et al., 1997). Apaf-1 führt 
durch Oligomerisierung zur Bildung des Apoptosoms, welches für die 
Aktivierung der Pro-Caspase-9 verantwortlich ist (Chinnaiyan, 1999). Als 
Apoptosom wird der Komplex aus Cytochrom C, Apf-1-Multimeren, 
Desoxyadenosintriphosphat (dATP), und Pro-Caspase-9 bezeichnet (Zou et al., 
1999). Die so aktivierte Caspase-9 spaltet dann Caspase-3 und setzt so die  
Effektor-Kaskade in Gang (Slee et al., 1999). Abbildung 2 zeigt eine Übersicht 
der Signalwege des extrinsischen und intrinsischen Weges. 
12 
 
 
Abbildung 2 - Intrinsischer und extrinsischer Signalweg der Apoptose – [A] Rezeptorvermittelte 
Apoptose durch Fas-L / Fas-R und TNF-α / TNF-R1. Über Aktivierung von Caspase-8 erfolgt die 
Aktivierung der Effektor-Caspasen. [B] Intrinsischer Signalweg durch Cytochrom C-Freisetzung 
und Bildung eines Apoptosoms erfolgt die Aktivierung der Effektor-Caspasen.  
Als weiterer mitochondrial kontrollierter, aber Apaf-1 / Caspase-9 unabhängiger 
Signalweg wird die Freisetzung des „apoptosis inducing factor“ (AIF) diskutiert 
(Susin et al., 1999). AIF bewirkt in vitro eine DNA-Fragmentierung und 
Chromatin-Kondensation und hat zusätzlich einen Einfluss auf die 
Membranpermeabilität der Mitochondrien und Freisetzung von Cytochrom C 
(Susin et al., 1999).  
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1.2.3.4 Rolle der Bcl-2-Proteine  
Die Regulation der mitochondrial vermittelten Apoptose erfolgt durch Proteine 
der Bcl-2 Familie (Cory et al., 2002). Bereits 1980 wurde entdeckt, dass Bcl-2 
(B-cell lymphoma 2) in hämatopoetischen Zelllinien anti-apoptotisch wirkt (Vaux 
et al., 1988). Bisher sind mindestens 20 Proteine als Mitglieder der Bcl-2 
Familie identifiziert (Cory et al., 2002; Reed, 2000). Diese umfasst drei 
funktionelle Gruppen: die anti-apoptotischen Proteine ähnlich dem Bcl-2, die 
pro-apoptotischen Proteine der Bax-Familie (Bcl-2-associated X protein) und 
die ebenfalls pro-apoptotische „BH3-only“-Familie.  
Zu den anti-apoptotischen Proteinen zählen neben Bcl-2 auch Bcl-XL, Bcl-w, 
A1, Mcl1 und andere (Cory et al., 2002). Die kritische Rolle im Vorgang der 
Apoptose vermitteln die Proteine unter anderem über ihre Fähigkeit, die 
Permeabilität der Mitochondrienmembran zu regulieren und so die Freisetzung 
von Cytochrom C und anderen pro-apoptotischen Mediatoren wie Smac / 
Diablo zu kontrollieren (Kluck et al., 1997; Yang et al., 1997). Dies 
bewerkstelligen sie unter anderem durch die Hemmung der pro-apoptotischen 
Proteine der Bax-Familie (Oltvai et al., 1993).  
Zu den pro-apoptotischen Proteinen der Bax-Familie zählen Bax, Bak und Bok 
(Chittenden et al., 1995; Hsu et al., 1997; Oltvai et al., 1993). Bax und Bak 
scheinen entscheidend für die Induktion der Permeabilitätssteigerung der 
äußeren Mitochondrienmembran und nachfolgender Freisetzung pro-
apoptotischer Moleküle wie Cytochrom C zu sein (Newmeyer et al., 2003). Es 
konnte gezeigt werden, dass Zellen denen die beiden Proteine Bax und Bak 
fehlen gegen eine Vielzahl apoptotischer Stimuli wie beispielsweise UV-
Strahlung, Wachstumsfaktorenzug oder Medikamente wie Etoposid und 
Staurosporin resistent sind (Wei et al., 2001). Eine gängige Theorie über den 
Mechanismus der Permeabilitätssteigerung der äußeren Mitochondrien-
membran ist die Induktion von Poren durch Bax und Bak, der genaue 
Mechanismus ist noch unklar (Antonsson et al., 2000; Cory et al., 2002).  
Zu der Gruppe der „BH3-only“-Familie gehören unter anderem Bid, Bim, Bad, 
Bik, Bmf, Hrk, Noxa und Puma (Cory et al., 2002). Der komplexe Modus ihrer 
Interaktion mit den anti- und pro-apoptotischen Proteinen ist nicht vollständig 
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geklärt. Auch das Protein p53 spielt bei der Regulation der Apoptose eine 
komplexe Rolle, indem es direkt und indirekt die Aktivität der Bcl-2 Proteine 
reguliert (Hemann et al., 2006). 
1.2.3.5 ER-Signalweg und Perforin/Granzym-Signalweg 
Ein erst später entdeckter Mechanismus der Apoptose wird über das 
endoplasmatische Retikulum (ER) induziert (Kozutsumi et al., 1988). Er ist 
unabhängig von Death-Rezeptor-Signalen und dem mitochondrialen Apoptose-
Signalweg. Trigger dieses Signalwegs sind ER-Stresssignale wie die 
Akkumulation fehlgefalteter Proteine (UPR - unfolded Protein Response)   
(Chapman et al., 1998).  
Ein weiterer Signalweg, der vor allem die Zytotoxizität von T-Zellen und NK-
Zellen vermittelt ist der Perforin / Granzym-Signalweg  (Trapani et al., 2002). 
Neben der Fähigkeit, über Fas-L / Fas-R-Interaktion den extrinsischen 
Apoptoseweg auszulösen (Brunner et al., 2003), besitzen T-Zellen die Fähigkeit 
über das porenformierende, transmembranöse Protein Perforin und der 
nachfolgenden Freisetzung von Granzym-A / -B in die Zielzelle deren Apoptose 
auszulösen (Trapani et al., 2002; Voskoboinik et al., 2015). Granzym-B kann 
beispielsweise  direkt Caspase-3 und -8 spalten (Atkinson et al., 1998; Medema 
et al., 1997) und die mitochondriale Cytochrom C-Freisetzung beeinflussen 
(Heibein et al., 1999; MacDonald et al., 1999).    
1.2.4 Die Rolle von Ceramid (CER) in der Apoptose  
Ceramid (CER) ist ein Sphingolipid bestehend aus Sphingosin und über eine 
Amid-Bindung gebundene Fettsäuren. Ceramide sind Bestandteil des 
Sphingomyelin (N-Acylsphingosin-1-Phosphorylcholine; SM), welches neben 
Glycerophospho-lipiden und Cholesterol mit einem Anteil von ca. 1 - 2 % eines 
der Hauptbestandteile der Zellmembran darstellt (Barenholz et al., 1980).  
1.2.4.1 Der CER-Metabolismus 
Der CER-Metabolismus ist komplex und wird durch eine Vielzahl von Enzymen 
bewerkstelligt. Die de-novo Synthese erfolgt durch Kondensation von Palmitoyl-
Coenzym A und Serin durch die Serin-Palmitoyl-Transferase. Das dabei 
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entstehende 3-Ketosphinganin wird zu Dihydrosphingosin reduziert (Merrill et 
al., 1990). Dihydrosphingosin wird durch die CER-Synthase  (Sphinganin N-
Acyltransferase) und die Dihydroceramid-Reduktase zu CER umgewandelt 
(Mandon et al., 1992; Rother et al., 1992).  Neben der de-novo Synthese wird 
CER hauptsächlich aus Sphingomyelin durch die Sphingomyelinase, eine 
Sphingomyelin-spezifische Form der Phospholipase C, generiert (Kolesnick, 
1991). Es sind mindestens fünf Isoformen der Sphingomyelinase bekannt, die 
jeweils durch ihr charakteristisches pH-Optimum gekennzeichnet sind. Hierzu 
zählen die saure Sphingomyelinase (A-SMase), die sich in den sauren 
Zellkompartimenten befindet (Gatt, 1963)  sowie die neutralen Magnesium-
abhängigen und -unabhängigen Sphingomyelinasen (N-SMase) (Gatt, 1976; 
Yamaguchi et al., 1978), die sich an der Plasmamembran befinden. Die 
Isoformen N- und A-SMase sind für die CER-Generierung in einem Zeitrahmen 
von Sekunden bis Minuten verantwortlich, weshalb sie wahrscheinlich die 
größte Rolle in der frühen Signaltransduktion spielen (Kolesnick et al., 1998). 
Daneben kann CER durch Hydrolyse von komplexer Glykosphingolipide 
generiert werden (Hannun et al., 2011). Die Rolle dieses Signalweges im 
Rahmen der Apoptose durch exogene Stimuli ist noch unklar (Kitatani et al., 
2008).   
1.2.4.2 CER-induzierte Apoptose 
CER kann die Aktivität von bestimmten Enzymen modulieren und auf diesem 
Weg eine Vielzahl zellulärer Signalwege beeinflussen. Beispiele hierfür sind die 
Regulation der Zellalterung (Venable et al., 1995), die Förderung der zellulären 
Differenzierung, die Steuerung des Zellwachstums (Okazaki et al., 1990), die 
Beeinflussung der Zellteilung (Jayadev et al., 1995) sowie die Induktion der 
Apoptose (Obeid et al., 1993). Durch Untersuchungen an Patienten mit der 
Niemann-Pick-Krankheit – einem hereditären Defekt der sauren 
Sphingomyelinase und dadurch verminderter CER-Produktion – konnte die 
Rolle von CER bei der Apoptose aufgezeigt werden. So zeigen sich 
Lymphoblasten dieser Patienten, ebenso wie Lymphoblasten von A-SMase 
knock-out Mäusen unempfindlich gegenüber der Apoptose-Induktion durch 
ionisierende Strahlung (Santana et al., 1996).  
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Es sind verschiedene Zytokine und externe Stresssignale bekannt, die zu einer  
CER-Akkumulation und nachfolgender Auslösung der Apoptose führen. Dazu 
gehören TNF-α (Kolesnick et al., 1994; Obeid et al., 1993), Fas-L (Gulbins et 
al., 1995), ionisierende Strahlung (Haimovitz-Friedman et al., 1994), 
Hitzeschock, oxidativer Stress und ultraviolette Strahlung (Verheij et al., 1996). 
Zudem beeinflussen eine Reihe von Xenobiotika die CER-Generierung. 
Obwohl die Signalwege der CER-induzierten Apoptose nur unzureichend 
verstanden sind, sind einige Zielmoleküle von CER bekannt. Dazu gehören die 
CER-aktivierte Proteinkinase (CAPK) (Mathias et al., 1991), welche später als 
Kinase suppressor of Ras (KSR) identifiziert werden konnte (Zhang et al., 
1997), die Mixed lineage Kinase (MLK) (Sathyanarayana et al., 2002), die c-
Jun-N-terminale Kinase (JNK) / Stress-aktivierte Phosphokinase (SAPK) 
(Verheij et al., 1996), die atypische Proteinkinase C (PKCζ) (Bourbon et al., 
2000), Cathepsin D (Heinrich et al., 2000) und die Serin/Threonin-spezifischen 
Protein-Phosphatasen PP1 (Chalfant et al., 1999) und PP2A (Dobrowsky et al., 
1993). Zudem kann CER die Permeabilität der äußeren Mitochondrienmembran 
beeinflussen (Colombini, 2016).  
1.2.4.3 Medikamentöse Beeinflussung des CER-Metabolismus  
Eine Reihe pharmakologischer Substanzen, insbesondere darunter einige 
klinisch relevante Zytostatika, scheinen ihre Apoptose-induzierende Wirkung in 
kernhaltigen Zellen über die Aktivierung von CER-assoziierten Signalwegen zu 
vermitteln. Die Beeinflussung des CER-Metabolismus erfolgt dabei über de 
novo Synthese, Sphingomyelinase-Aktivierung oder Blockierung der 
Glukosylceramid-Bildung (Senchenkov et al., 2001). Zu diesen 
pharmakologischen Substanzen gehören die Anthracycline Daunorubicin (DNR) 
und Doxorubicin (DXR). Beide erhöhen die CER-Konzentration in 
verschiedenen Zelltypen. DNR stimuliert die CER-Synthase in P388- und U937-
Zellen (Bose et al., 1995) sowie die Sphingomyelin-Hydrolyse in U937- und HL-
60-Zellen (Jaffrezou et al., 1996). DXR erhöht ebenfalls die CER-Konzentration 
in HL60-Zellen (Kawase et al., 2002). Die Vincaalkaloide Vincristin (VCR) und 
Vinblastin (VBL) können ihren zytotoxischen Effekt in ALL-697-Zellen und KB-3-
1-Zellen ebenfalls über CER vermitteln (Cabot et al., 1999; Zhang et al., 1996). 
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Tamoxifen blockiert die Umwandlung von CER in Glucosylceramid (Cabot et al., 
1996). Weitere Substanzen, die in Untersuchungen einen Einfluss auf den 
CER-Metabolismus gezeigt haben sind Etoposide (Tepper et al., 1999), 1,25-
(OH)2-Vitamin-D3 (Okazaki et al., 1989), Fludarabine (Mengubas et al., 1999), 
Paclitaxel (Charles et al., 2001) und Mitoxantron (Bettaieb et al., 1999). Die 
gezielte Untersuchung der Möglichkeiten zur Beeinflussung des CER-
Metabolismus in der Tumortherapie ist Gegenstand aktueller Forschung (Liu et 
al., 2013; Morad et al., 2013; Senchenkov et al., 2001).  
1.3 Der suizidale Erythrozyten-Zelltod / Eryptose 
1.3.1 Begriff der Eryptose  
Da reife Erythrozyten weder einen Zellkern noch Organellen wie Mitochondrien 
besitzen ging man lange davon aus, dass sie nicht zur klassischen Apoptose 
befähigt sind. So sind sie die einzigen Zellen, bei denen die Exposition 
gegenüber Cycloheximid und Staurosporin nicht zur Einleitung des Apoptose-
typischen Zelltodes führt (Weil et al., 1996). Interessanterweise reicht das 
Fehlen eines Zellkerns nicht aus um dies zu erklären. Am Beispiel von 
kernlosen Zytoblasten und mit Hilfe von Cytochalasin B enukleierten Zellen 
konnte gezeigt werden, dass auch Zellen ohne Nucleus zur Apoptose befähigt 
sind (Jacobson et al., 1994; Schulze-Osthoff et al., 1994). Andererseits sind 
kernhaltige fetale Erythrozyten wie auch kernhaltige Hühner-Erythrozyten 
befähigt, auf Apoptose-Stimuli mit dem suizidalem Zelltod zu reagieren 
(Sekizawa et al., 2000; Weil et al., 1998). Letztlich konnten Untersuchungen 
von Schulze-Osthoff / Wesselborg sowie Bratosin 2001 zeigen, dass auch reife 
kernlose Erythrozyten befähigt sind einen zellulären Prozess zu durchlaufen, an 
dessen Ende der Zelluntergang steht und der wesentliche charakteristische 
Merkmale der Apoptose aufweist (Berg et al., 2001; Bratosin et al., 2001). Sie 
konnten außerdem zeigen, dass reife Erythrozyten ebenfalls Caspase-3 und 
Caspase-8 enthalten, welche aber nicht zwangsweise aktiviert werden, 
während weitere wichtige Mediatoren der Apoptose wie beispielsweise Apaf-1, 
Cytochrom C und Caspase-9 fehlen (Berg et al., 2001). Inwieweit man von 
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erythrozytärer Apoptose sprechen kann, wird daher weiterhin kontrovers 
diskutiert. In Anlehnung an den Begriff der Apoptose wurde 2005 durch Lang et 
al. der Terminus Eryptose eingeführt. Er beschreibt den suizidalen, 
programmierten Erythrozyten-Zelltod (Lang et al., 2005a). Dieser zeigt ähnliche 
Charakteristika und wird über Mechanismen vermittelt, welche ebenfalls bei der 
Apoptose kernhaltiger Zellen vorkommen. So sind beispielsweise die 
Externalisierung von PS und nachfolgende Phagozytose durch Makrophagen, 
die Ausbildung von Mikrovesikeln in der Zellmembran, die Zellschrumpfung 
sowie die Zunahme des intrazellulären Calciums auch für die Eryptose 
charakteristisch. 
1.3.2  Trigger und Inhibitoren der Eryptose  
Eine Vielzahl von pharmakologisch aktiven Substanzen und endogenen 
Molekülen haben in Untersuchungen gezeigt, dass sie die bekannten 
Charakteristika der Eryptose (PS-Externalisierung, Anstieg des intrazellulären 
Calciums und Zellschrumpfung) hervorrufen und somit Eryptose in vitro 
auslösen können. Aktuell sind über 100 Substanzen bekannt, die als 
Stimulatoren der Eryptose angesehen werden können, darunter auch viele 
gängige Medikamente wie Celecoxib, Cisplatin, Cyclosporin, Fluoxetin, 
Methyldopa, Nystatin, Paclitaxel, Ribavirin, Rifampicin, Sorafenib und Sunitinib  
(Lang et al., 2015d). Die meisten dieser Xenobiotika vermitteln Eryptose über 
einen Anstieg des intrazellulären Calciums, einige auch über eine gesteigerte 
Produktion von endogenem CER. Die Aktivierung von Calpain, Caspasen und 
verschiedenen Kinasen (z.B.: AMPK, GK, PAK2, CK1α, JAK3, PKC, p38-
MAPK) sind ebenfalls in der Regulation der Eryptose involviert (Lang et al., 
2015c). Auch eine Reihe von zellulären Stressoren sind befähigt, den 
suizidalen Erythrozyten-Zelltod auszulösen. Dazu gehören unter anderem der 
Energieentzug beispielsweise in Form von Adenosintriphosphat (ATP)-Mangel 
(Klarl et al., 2006), osmotischer Stress (Lang et al., 2003a), oxidativer Stress 
(Lang et al., 2014) und Temperaturveränderungen (Foller et al., 2010). 
Untersuchungen konnten ebenfalls zeigen, dass die Empfindlichkeit der Zellen 
gegenüber Eryptose-Signalen mit dem Alter der Erythrozyten zunimmt 
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(Ghashghaeinia et al., 2012). Der zugrundeliegende Mechanismus für die 
höhere Empfindlichkeit am Ende der Lebensspanne ist bisher noch nicht 
vollständig verstanden. Im Gegensatz zur Stimulierung kann Eryptose auch 
durch bestimmte Substanzen gehemmt werden. Hierzu gehören endogene 
Substanzen wie Erythropoetin (Myssina et al., 2003; Vota et al., 2012) und 
Stickstoffmonoxid (Nicolay et al., 2008). Inwieweit diese Substanzen bei der 
physiologischen Regulation des Erythrozyten-Zelltodes eine Rolle spielen ist 
nicht vollständig erklärt. Als weitere endogene Moleküle mit hemmendem 
Einfluss konnten beispielsweise Adenosin, Harnstoff und Glutathion identifiziert 
werden (Dumaswala et al., 2000; Lang et al., 2004b; Niemoeller et al., 2007). 
Auch eine Reihe von Xenobiotika wie beispielsweise Amitriptylin, 
Katecholamine und Furosemid können eine Hemmung der Eryptose vermitteln 
(Brand et al., 2008; Kucherenko et al., 2012; Lang et al., 2005b). Es muss 
davon ausgegangen werden, dass eine Vielzahl weiterer Xenobiotika 
existieren, die Eryptose induzieren oder hemmen können. 
1.3.3 Pathologien mit gesteigerter Eryptose 
Es existiert eine Reihe von Erkrankungen, die mit einer Erhöhung der Eryptose 
beziehungsweise einer gesteigerten Empfindlichkeit gegenüber pro-
eryptotischen Stimuli einhergehen. Hierzu gehören Hämoglobinstörungen wie 
die Sichelzellanämie und Thalassämie (Basu et al., 2010a; Weiss et al., 2012), 
Enzymdefekte wie der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel (Lang et 
al., 2002), Defekte der Membranproteine wie beispielsweise bei der hereditären 
Sphärozytose und Defekte des GLUT1-Proteins (Basu et al., 2010a; Weber et 
al., 2008). Auch bei einer Infektion mit dem Malaria-Erreger Plasmodium zeigt 
sich eine gesteigerte Eryptose (Foller et al., 2009a).    
 
Bei folgenden Erkrankungen oder pathologischen Zuständen wurde ebenfalls 
eine gesteigerte Eryptose nachgewiesen: Eisenmangelanämie (Kempe et al., 
2006), Typ II Diabetes mellitus (Calderon-Salinas et al., 2011; Maellaro et al., 
2013), Niereninsuffizienz (Abed et al., 2014), Leberversagen (Lang et al., 
2015b), myelodysplastisches Syndrom (Basu et al., 2010b), paroxysmale 
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nächtliche Hämoglobinurie (Basu et al., 2010b), hämolytisch-urämisches 
Syndrom (Lang et al., 2006b), Sepsis (Kempe et al., 2007), Phosphat-Mangel 
(Birka et al., 2004), Dehydratation (Abed et al., 2013), Fieber (Foller et al., 
2010), Parkinson (Pretorius et al., 2014), M. Wilson (Lang et al., 2007) und 
Mutationen des adenomatous polyposis coli (APC)-Gens  (Qadri et al., 2012). 
 
Das Resultat einer gesteigerten Eryptose mit nachfolgender Phagozytose PS-
exponierender Erythrozyten durch Makrophagen führt sobald die 
Kompensationskapazität zur Neubildung überschritten ist zu einem Abfall der 
Erythrozytenzahlen mit resultierender Anämie (Lang et al., 2006a). Einige der 
oben genannten Erkrankungen gehen zudem parallel mit einer gesteigerten 
Hämolyse einher. Eryptose könnte daher auch als ein physiologischer 
Mechanismus zur Verhinderung exzessiver Hämolyse und damit verbundener 
Freisetzung von Intrazellulärsubstanz angesehen werden (Lang et al., 2012b).  
1.3.4 Mechanismen und Signalwege des suizidalen Erythrozyten-Zelltodes 
Einer der wichtigsten Auslöser der Eryptose ist der Anstieg der zytosolischen 
Calciumkonzentration. Ein Mechanismus für die gesteigerte Ca2+-Aktivität ist 
der gesteigerte Calciumeinstrom von extrazellulär. Sowohl die Zellschrumpfung 
als auch die Membranveränderungen sind Folge der intrazellulären 
Calciumerhöhung (Lang et al., 2006a). Der Anstieg des zytosolischen Calciums 
erfolgt durch Aktivierung Ca2+-permeabler, nichtselektiver  Kationenkanäle 
(Huber et al., 2001; Lang et al., 2003a). Diese Kanäle werden unter anderem 
durch Prostaglandin E2 aktiviert, welches beispielsweise bei osmotischem 
Stress gebildet wird (Kaestner et al., 2002; Lang et al., 2005c). So konnte 
gezeigt werden, dass eine pharmakologische Inhibierung der Cyclooxygenase 
oder Phospholipase A1 unter osmotischem Stress die Aktivierung dieser Kanäle 
hemmt (Lang et al., 2005c). Auch oxidativer Stress bzw. die Hemmung der 
antioxidativen Schutzsysteme aktivieren diese Kanäle (Damonte et al., 1992; 
Duranton et al., 2002). Die genaue molekulare Charakterisierung der Kanäle ist 
noch nicht vollständig erfolgt. Untersuchungen an Mausmodellen und mit Hilfe 
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von direkten Antikörpern legen eine Involvierung von TRCP6-Kanälen (transient 
receptor potential channel) nahe (Foller et al., 2008b).  
Der zytosolischen Calcium-Erhöhung folgt eine Aktivierung calciumabhängiger 
Kalium-Kanäle (Bookchin et al., 1987; Lang et al., 2003b). Diese Kanäle 
werden nach seinem Erstbeschreiber auch Gardos-Kanäle genannt (Gardos, 
1958). Eine durch Öffnung dieser Kanäle resultierende Hyperpolarisation der 
Zellmembran und Erhöhung des elektrischen Gradienten für Chlorid führt zum 
zellulären Verlust von Kalium und Chlorid und damit verbunden zum 
gleichzeitigen Austritt von Wasser aus den Erythrozyten. Dies führt zur 
charakteristischen Zellschrumpfung (Lang et al., 2003b). Der Chlorid-Austritt 
erfolgt über Cl--Kanäle (Myssina et al., 2004), welche ebenfalls durch oxidativen 
Stress aktiviert werden können (Huber et al., 2002). Der Mechanismus der 
Zellschrumpfung ist zusammenfassend in Abbildung 3 dargestellt.  
 
 
Abbildung 3 - Mechanismus der Zellschrumpfung bei der Eryptose – Durch osmotischen Stress 
erfolgt die Aktivierung von PLA [Phospholipase A] und  COX [Cyclooxigenase], durch PGE2 
[Prostaglandin E2] erfolgt die Öffnung der NSC-Kanäle [nichtselektive Kationenkanäle], welche 
auch durch oxidativen Stress aktiviert werden. Es folgt die intrazelluläre Calcium-Erhöhung und 
Öffnung von Kalium- und Chlorid-Kanälen mit nachfolgendem Austritt von Wasser.  [AA= 
Arachidonsäre, SM=Sphingomyelinase, PAF=Plättchenaktivierender Faktor] 
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Die gesteigerte Calcium-Aktivität führt zudem zu Membranveränderungen, allen 
voran der Verlust der PS-Asymmetrie mit Externalisierung von PS auf die 
äußere Erythrozytenmembran (Henseleit et al., 1990). Der suizidale 
Erythrozyten-Zelltod kann mit der Aktivierung von Caspasen einhergehen 
(Matarrese et al., 2005). Caspasen spalten den Anionen-Austauscher AE1 
(Bande-3) und stimulieren die PS-Externalisierung (Mandal et al., 2003; Mandal 
et al., 2002). Caspasen werden bei der Eryptose durch Leukotriene (Foller et 
al., 2009b), oxidativen Stress (Matarrese et al., 2005) und Diabetes mellitus Typ 
2 aktiviert (Maellaro et al., 2013). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eine 
Aktivierung der Caspasen keine zwingende Voraussetzung für den Calcium-
Einstrom und die PS-Externalisierung ist (Berg et al., 2001; Bratosin et al., 
2001; Weil et al., 1998). Die PS-Externalisierung erfolgt wahrscheinlich durch 
die Phospholipid-Scramblase, ein bisher noch nicht genau charakterisiertes 
Protein, welches durch Calcium-Einstrom aktiviert wird (Bevers et al., 2010). 
Daneben spielen wohl auch Phospholipid-Flippasen und ABC-Transporter eine 
Rolle in der Regulation der Phospholipid-Asymmetrie der Erythrozytenmembran 
(Daleke, 2008). Des Weiteren ist Calpain, eine calciumabhängige Cystein-
Protease welche ubiquitär in menschlichen Zellen, so auch in Erythrozyten 
vorkommt, in die Eryptose involviert (Michetti et al., 1997). Sie spaltet unter 
anderem Spektrin und trägt so zum Abbau des Zytoskeletts bei. 
Untersuchungen zeigen, dass Calpain-Inhibitoren die durch Calcium-Anstieg 
ausgelöste Zellschrumpfung, nicht aber die PS-Externalisierung, hemmen (Berg 
et al., 2001).  
 
Darüber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass eine Vielzahl von Kinasen an der 
Vermittlung der Eryptose beteiligt sind. Zu diesen Kinasen zählt die Janus-
aktivierte Kinase 3 (JAK3). Sie wird durch Phosphorylierung unter anderem bei 
Zelltod durch Energieentzug aktiviert und fördert die PS-Externalisierung 
(Bhavsar et al., 2011). Der Effekt konnte sowohl durch pharmakologische 
Hemmung als auch an JAK3 knock-out Mäusen unter Energieentzug 
nachgewiesen werden (Bhavsar et al., 2011). Stimulation der AMP-aktivierten 
Kinase (AMPK) hemmt dagegen den Zelltod durch Energieentzug (Foller et al., 
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2009c). Auch ohne zelluläre Stresssignale gibt es Hinweise, dass die Eryptose 
in Mäusen denen die AMPKα1 fehlt pathologisch gesteigert ist. So leiden diese 
Mäuse an einer Anämie mit Retikulozytose und Splenomegalie (Foller et al., 
2009c). Das Fehlen von AMPK ist begleitet von einer Herunterregulation der 
p21-aktivierten-Kinase (PAK2), eine pharmakologische Inaktivierung der PAK2 
führt zu einer verstärkten PS-Externalisierung und verstärkt den Effekt durch 
Energieentzug (Zelenak et al., 2011). Glukoseentzug führt zur Aktivierung der 
Proteinkinase C (PKC), deren direkte Aktivierung und Hemmung zeigt ihre 
Involvierung in der PS-Externalisierung und Zellschrumpfung unter 
Energieentzug (Klarl et al., 2006). Osmotischer Stress aktiviert die p38 Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPKinase) (Cowan et al., 2003), eine 
pharmakologische Hemmung der p38-MAPKinase vermindert den Effekt durch 
osmotischen Stress (Gatidis et al., 2011). Eine pharmakologische Aktivierung 
der Casein-Kinase-1α (CK1α) öffnet Kationenkanäle und führt so zu einem 
Calciumeinstrom mit nachfolgender Eryptose unter oxidativem Stress oder 
Energieentzug (Zelenak et al., 2012). Untersuchungen zeigen darüberhinaus 
eine Hemmung der Eryptose durch die cGMP-abhängige-Proteinkinase (cGKI). 
Mäuse mit cGKI-Mangel zeigen eine pathologisch gesteigerte Eryptose (Foller 
et al., 2008a). Die Kinase wird durch Stickstoffmonoxid (NO) stimuliert 
(Hofmann et al., 2000), NO ist gleichzeitig ein starker Inhibitor der Eryptose 
(Nicolay et al., 2008). Auch die Sorafenib- und Sunitinib-sensitive Kinase spielt 
eine bisher noch nicht vollständig aufgeklärte Rolle in der Hemmung des 
suizidalen Erythrozyten-Zelltodes (Lupescu et al., 2012; Shaik et al., 2012). 
Zusammenfassend handelt es sich bei der Regulation der Eryptose um einen 
komplexen zellulären Vorgang, dessen genaue Signalwege noch nicht 
vollständig verstanden sind.  
1.3.5 Die Rolle von CER bei der Eryptose  
Neben der Erhöhung des intrazellulären Calciums ist die Bildung von 
endogenem CER einer der wichtigsten Stimulatoren der Eryptose (Lang et al., 
2015a). Dies zeigt sich beispielsweise bei der Eryptose durch osmotischen 
Stress (Lang et al., 2004a). Eine pharmakologische Hemmung der CER-
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Produktion unter osmotischem Stress vermindert die PS-Exposition. 
Demgegenüber zeigen Kontroll-Erythrozyten nach Exposition gegenüber C6-
CER, C16-CER oder der bakteriellen Sphingomyelinase eine gesteigerte PS-
Exposition (Lang et al., 2004a). Der zugrundeliegende Mechanismus der CER-
vermittelten Eryptose ist nicht vollständig verstanden. CER beeinflusst die 
Interaktion der Zellmembran mit dem Zytoskelett, führt zu einer reduzierten 
Verformbarkeit und Ausbildung von Membranvesikeln (Dinkla et al., 2012). Eine 
vermehrte Bildung von endogenem CER in Erythrozyten konnte bei Fieber, 
Sepsis, hämolytisch-urämischem Syndrom, M. Wilson, Nierenversagen und 
Leberversagen nachgewiesen werden (Abed et al., 2014; Foller et al., 2010; 
Kempe et al., 2007; Lang et al., 2015b; Lang et al., 2006b; Lang et al., 2007). 
Eine Vielzahl von Xenobiotika und endogenen Substanzen stimulieren oder 
hemmen die CER-Bildung in Erythrozyten. Stoffe, welche die Bildung 
stimulieren sind beispielsweise Cyclosporin, Paclitaxel, Methyldopa und 
Rifampicin (Abed et al., 2012b; Lang et al., 2006c; Mahmud et al., 2008; 
Niemoeller et al., 2006). Amitriptylin und Harnstoff hingegen wirken hemmend 
auf die CER-Bildung (Brand et al., 2008; Lang et al., 2004b). In Erythrozyten 
wird die CER-Bildung zudem durch den Plättchenaktivierenden Faktor (PAF) 
stimuliert. Bei der osmotischen Zellschrumpfung wird die PAF-Bildung durch 
Aktivierung der Phospholipase A2 stimuliert. Bei Mäusen, denen der PAF-
Rezeptor auf Erythrozyten fehlt, bleibt die CER-Bildung und PS-
Externalisierung durch PAF aus (Lang et al., 2005d). PAF öffnet zudem 
calciumabhängige K+-Kanäle (Garay et al., 1986). 
1.3.6 Die Rolle von oxidativem Stress bei der Eryptose 
Oxidativer Stress aktiviert nicht-selektive Kationenkanäle und führt so zu einem 
erhöhten Calcium-Einstrom (Lang et al., 2003a). Darüber hinaus existieren 
womöglich weitere Mechanismen der Eryptose-Stimulation durch oxidativen 
Stress. Es bestehen Hinweise darauf, dass oxidativer Stress Caspasen in 
Erythrozyten aktivieren kann (Maellaro et al., 2013; Mandal et al., 2002; 
Matarrese et al., 2005). Die Aktivierung der Caspasen scheint 
calciumunabhängig zu sein (Berg et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass 
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neben Caspase-3 und -8 auch der Fas-Rezeptor (Fas-R), Fas-Rezeptor-Ligand 
(Fas-L) und das FADD-Protein in Erythrozyten nachweisbar sind (Mandal et al., 
2005). In alten Erythrozyten sowie in Erythrozyten, die mit Tert-
Butylhydroperoxid behandelt wurden ist eine Translokation von Fas in Lipid 
Rafts der Membran, die Formation eines Fas-associated complex und 
darauffolgende Aktivierung von Caspase-3 und -8 nachweisbar. Calpain wird 
dabei nicht aktiviert (Mandal et al., 2005). Eine pharmakologische Hemmung 
der Caspase-3 führt zu einer verminderten PS-Externalisierung und 
Phagozytose nach Exposition gegenüber oxidativem Stress (Mandal et al., 
2002). Die PS-Externalisierung durch Caspase-3 könnte durch Hemmung der 
Aminophospholipid-Flippase zustande kommen (Mandal et al., 2005). 
Abbildung 4 zeigt eine Übersicht der bisher bekannten Signalwege.  
 
Abbildung 4 - Signalwege der PS-Externalisierung im Rahmen der Eryptose – Durch die 
Erhöhung des intrazellulären Calciums wird die Phospholipid-Scramblase aktiviert. Zusätzlich 
können ggf. Caspasen aktiviert werden welche den Anionenaustauscher 1 (Bande-3; AE) 
hemmen und ebenfalls die PS-Externalisierung induzieren. Die gesteigerte CER-Bildung durch 
die Sphingomyelinase sensibilisiert die Zelle für Calcium und beeinflusst die Stabilität der 
Zellmembran. Oxidativer Stress führt unter anderem zur Öffnung von nichtselektiven 
Kationenkanälen.  
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1.4 Die Substanzen Nitazoxanid (NZA) und Tizoxanid (TIZ) 
Nitazoxanid (NZA; 2-(Acetyloxy)-N-(5-nitro-2-thiazolyl)benzamid) ist ein 
synthetisches 5-Nitrothiazolyl-Salicylamid-Derivat. Es wird als Arzneistoff zur 
Klasse der Antiparasitika gezählt (Bobak, 2006). NZA ist ein Prodrug und wird, 
nach oraler Aufnahme rasch in den aktiven Metaboliten Tizoxanid (TIZ) 
(Desacetyl-nitazoxanide) hydrolysiert. Es wurde 1976 von Jean-Francoise 
Rossignol am Institut Pasteur in Paris entwickelt (Rossignol et al., 1976). In 
klinischer Verwendung befindet es sich insbesondere zur Behandlung von 
Diarrhoen durch Cryptosporidium parvum und Gardia lamblia (Fox et al., 2005). 
Die FDA (Food and Drug Administration)-Zulassung erfolgte 2002, in Europa 
liegt derzeit keine Zulassung vor. NZA gilt als „first-line“ Medikation oben 
genannter Infektionen bei immunkompetenten Kindern und Erwachsenen. Es 
kann ebenfalls zur Behandlung von Erkrankungen durch weitere Protozoen, 
Trematoden, Cestoden, Nematoden, Bakterien und Viren verwendet werden 
(White, 2004). In der Vergangenheit wurde besonders die Wirkung von NZA bei 
chronischer Hepatitis B, chronischer Hepatitis C und weiteren Virusinfektionen 
untersucht (Nikolova et al., 2014; Rossignol, 2014). Die Rolle des Medikaments 
in der Behandlung von Hepatitiden ist aktuell nicht abschließend geklärt. NZA 
besitzt außerdem eine anti-inflammatorische Wirkung (Hemphill et al., 2006). 
Studien in Protozoen und anaeroben Bakterien haben gezeigt, dass der anti-
infektiöse Wirkmechanismus möglicherweise auf der Interferenz mit dem 
Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase abhängigen Transfer der Elektronen in den 
Parasiten beruht (Hoffman et al., 2007). Untersuchungen zeigten weiterhin die 
Fähigkeit von NZA, Apoptose in bestimmten Tumor-Zellen zu triggern (Di Santo 
et al., 2013, 2014; Muller et al., 2008).  
 
NZA gilt allgemein als gut verträglich. Zu den unerwünschten 
Arzneimittelwirkungen gehören vor allem gastrointestinale Nebenwirkungen und 
solche des zentralen Nervensystems. Die Anämie wird zu den seltenen [< 1 %] 
Nebenwirkungen gezählt (Bobak, 2006). Bei einer Standard-Dosierung von 500 
mg wird nach etwa 4 Stunden eine maximale Plasmakonzentration des aktiven 
Metaboliten TIZ von 2 µg/ml in Menschen bzw. 5,6 µg/ml in Ziegen erreicht 
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(Stockis et al., 1996; Zhao et al., 2010). In pharmakologischen Studien des 
Herstellers Romark Labaratories, L.C., Tampa, FL, USA erreicht der aktive 
Metabolit TIZ nach Gabe von 500 mg eine maximale Plasma-Konzentration von 
10,6 µg/ml in Erwachsenen bzw. 9,1 µg/ml in Kindern (Romark 
Pharmaceuticals, 2007).   
1.5 Die Substanz Mitoxantron (MX) 
Mitoxantron (MX; 1,4-Dihydroxy-5,8-bis-[2-(2-hydroxyethylamino)-ethylamino] -
anthracen-9,10-dion) ist ein zytostatisch und immunmodulatorisch wirksamer 
Arzneistoff aus der Gruppe der Anthracendione. Es wurde 1979 von der 
American Cynamid Company entwickelt (Murdock et al., 1979). MX wird in 
Onkologie vorwiegend zur Behandlung von fortgeschrittenen oder 
metastasierten Mamma-Karzinomen, Non-Hodgkin Lymphomen, akuter 
myeloischer Leukämie des Erwachsenen und zur Therapie von 
fortgeschrittenen und hormonresistenten Prostata-Karzinomen in Kombination 
mit Glukokortikoiden eingesetzt (Henderson et al., 1989; McLaughlin et al., 
1996; Paciucci et al., 1983; Tannock et al., 2004). Ebenso ist es zur 
Behandlung progressiver Multipler Sklerose (MS) in klinischer Verwendung 
(Hartung et al., 2002). Die Zulassung durch die FDA erfolgte 1987 zur 
Behandlung der akuten myeloischen Leukämie und 1996 zur Behandlung des 
fortgeschrittenen Prostata-Karzinoms sowie 2000 zur Behandlung der 
schubförmig, remittierenden MS, sekundär progredienten MS und progredient, 
remittierenden MS. Der zytostatische Effekt beruht wahrscheinlich auf der 
Hemmung der Topoisomerase II, welche zur Auflockerung bzw. 
Entspiralisierung und Reparatur beschädigter, Dopplestrang-DNA dient (Tewey 
et al., 1984). Studien zeigten, dass MX zwischen den DNA-Basen interkaliert 
und so DNA-Quervernetzungen und Strangbrüche verursacht (Durr et al., 1983; 
Kapuscinski et al., 1981). MX wirkt unabhängig vom Zellzyklus zytotoxisch und 
führt zu einer Blockierung des Zellzyklus in der G2-Phase (Durr et al., 1983). 
Durch Aktivierung von Caspasen wirkt es zumindest teilweise pro-apoptotisch 
(Bellosillo et al., 1998). Die immunmodulatorische Wirkung wird auf die 
Suppression von B-Zellen, T-Zellen und Makrophagen sowie durch 
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Unterdrückung der durch Makrophagen vermittelten B-Zell-Proliferation 
zurückgeführt (Fidler et al., 1986; Fox, 2004).  
 
Zu den unerwünschten Arzneimittelwirkungen, die nach Einnahme von MX 
auftreten können, gehören Veränderungen des blutbildenden Systems wie eine 
Leukopenie und Anämie. Letztere tritt nach Angaben in der Literatur bei etwa 
15 % der Patienten auf (Kingwell et al., 2010). Weitere unerwünschte 
Arzneimittelwirkungen sind Amenorrhö, Übelkeit, Erbrechen, Alopezie und 
Harnwegsinfektionen (Martinelli Boneschi et al., 2013). MX ist zudem 
kardiotoxisch, was sich in einer Kardiomyopathie mit verminderter 
linksventrikulärer Ejektionsfraktion äußern kann (Kingwell et al., 2010). Die 
Entwicklung einer therapie-assoziierten akuten Leukämie unter MX-Gabe wird 
ebenfalls diskutiert (Chan et al., 2013). MX erreicht in vivo eine maximale 
Plasmakonzentration von 0,8 µg/ml bzw. 6,4 µg/ml nach Applikation von 
15 mg/m2 bzw. 90 mg/m2. MX wird sehr schnell in die Zellen aufgenommen und 
erreicht daher ähnlich hohe intrazelluläre Konzentrationen (Canal et al., 1993).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
29 
 
1.6 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob Nitazoxanid (NZA) / Tizoxanid (TIZ) 
und Mitoxantron (MX) befähigt sind, den als Eryptose charakterisierten 
suizidalen Zelltod von Erythrozyten in vitro auszulösen. Beide Substanzen 
können eine klinisch relevante Anämie auslösen, bei MX tritt diese 
Nebenwirkung deutlich häufiger auf. Zudem ist bekannt, dass MX den Ceramid 
(CER)-Metabolismus in kernhaltigen Zellen beeinflusst und dort Apoptose 
auslösen kann. Eine Beeinflussung des CER-Metabolismus durch NZA ist 
bisher nicht beschrieben. Um den Effekt der Substanzen auf Erythrozyten zu 
untersuchen, werden die bisher bekannten charakteristischen Merkmale der 
Eryptose mithilfe etablierter Methoden der Durchflusszytometrie analysiert. Des 
Weiteren sollen mithilfe zusätzlicher Experimente die dabei involvierten 
Signalwege aufgeklärt werden. Von besonderem Interesse ist dabei, ob eine 
Erhöhung des intrazellulären Calciums oder eine Steigerung der endogenen 
CER-Synthese eine Rolle spielen. Es soll außerdem untersucht werden, ob 
eine pharmakologisch in vivo erzielbare Plasmakonzentration der Substanzen 
ausreicht, um eine signifikante Erhöhung der Eryptose in vitro auszulösen und 
einen Erklärungsansatz der beobachteten Anämieentwicklung durch die 
Substanzen zu liefern.   
30 
 
2 Material und Methoden 
2.1 Erythrozyten 
Die humanen Erythrozyten wurden von der Blutbank der Universität Tübingen 
zur Verfügung gestellt. Die Entnahme erfolgte an freiwilligen, adulten und 
gesunden Spendern in Lithium-Heparin Entnahmesystemen (S-Monovette®) 
der Firma Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland), welche etwa 16 I.U. Heparin/ml 
Blut enthalten. Die Ethik-Kommission der Universität Tübingen erteilte die 
Genehmigung nach eingehender Prüfung unter der Projekt-Nr. 184/2003V. Alle 
Spender erteilten ihre schriftliche Zustimmung zur weiteren Verwendung der 
Proben. Bei der Auswahl der Spender galten die Richtlinien der Blutbank der 
Universitätsklinik Tübingen welche an die Richtlinie „zur Gewinnung von Blut 
und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten“ der 
Bundesärztekammer in der Fassung vom 16.04.2010  angelehnt ist 
(Bundesärztekammer, 2010). Nach der Entnahme erfolgte die direkte 
Aufbereitung. Hierzu wurde das Plasma von den zellulären Bestandteilen 
separiert. Die heparinisierten Blutproben wurden mit 120 rcf für 20 Minuten bei 
23 °C  zentrifugiert. Das zellfreie Plasma und der Leukozyten-/ Thrombozyten-
Überstand wurden von Hand abpipettiert. Danach erfolgte das zweimalige 
Waschen mit physiologischer Ringer-Lösung. Die Erythrozyten-Proben wurden 
bei +4 °C gelagert und noch am jeweils selben Tag für die Experimente 
verwendet. Wenn nicht anders angegeben, erfolgten alle Experimente bei 
einem Hämatokrit von 0,4 % in Ringer-Lösung bzw. modifizierten Ringer-
Lösungen. Um eine Kontamination der Proben auszuschließen wurden alle 
Proben in einer Sterilkammer behandelt. Um Fehlergebnisse möglichst 
auszuschließen wurde anhand von Kontrollgruppen offensichtliche 
Kontaminierungen überwacht.      
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2.2 Verwendete Substanzen 
2.2.1 Nitazoxanid (NZA) und Tizoxanid (TIZ) 
Nitazoxanid (CAS No. 55981-09-4) wurde von Sigma Aldrich (Seelze, 
Deutschland) bezogen. 10 mg NZA wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) in einer 
Konzentration von 100 mg/ml gelöst. Von dieser Lösung wurden Verdünnungen 
zu 50 mg/ml, 20 mg/ml, 10 mg/ml und 1 mg/ml in DMSO hergestellt und jeweils 
in den angegebenen Endkonzentrationen verwendet. Tizoxanid (CAS No. 
173903-47-4) wurde von der Firma CaymanChemical (Ann Arbor, USA) 
bezogen. Es wurden identische Verdünnungen wie oben beschrieben in DMSO 
hergestellt. Die Testsubstanzen wurden bei -20 °C und unter Lichtschutz 
gelagert.  
 
Abbildung 5 - Struktur von NZA und TIZ; modifiziert nach PubChem 
2.2.2 Mitoxantron (MX) 
Mitoxantron (CAS No. 70476-82-3) wurde von SelleckChemicals (Houston, 
USA) bezogen. 50 mg MX wurden in einer Konzentration von 50 mg/ml in 
DMSO gelöst. Es wurden Verdünnungen von 25 mg/ml, 10 mg/ml und 5 mg/ml 
in DMSO angefertigt. Die Substanzen wurden ebenfalls bei -20 °C unter 
Lichtschutz gelagert.  
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Abbildung 6 - Struktur von MX; modifiziert nach PubChem 
2.2.3 FITC-Annexin-V 
Zur durchflusszytometrischen Messung der Expression von PS auf der äußeren 
Erythrozytenmembran wurde FITC-Annexin-V der Firma ImmunoTools 
(Friesoythe, Deutschland) verwendet. Annexin-V bindet [Ca2+]-abhängig an PS 
und Phosphatidylethanolamine (Reutelingsperger et al., 1997). Dadurch ist ein 
nicht-quantitativer Nachweis der PS-Expression auf der äußeren Zellmembran 
möglich. FITC (Fluorescein-Isothiocyanate) fluoresziert bei einem 
Emissionsmaximum von 519 nm (entspricht etwa dem FL-1-Kanal des 
Durchflusszytometers). FITC-Annexin-V wurde für die Messungen in einer 
Verdünnung von 1:200 in Annexin-Wasch-Puffer verwendet, welche jeweils 
direkt vor der Verwendung hergestellt wurde. FITC-Annexin-V wurde bei +4 °C 
unter Lichtschutz gelagert. 
2.2.4 Fluo-3-AM 
Zur Messung des intrazellulären Calciums  wurde in DMSO gelöstes  Fluo-3-
AM (Biotium, Hayward, USA) verwendet. Fluo-3-AM ist in der Esterform ein 
nicht-fluoreszierendes Molekül. Als Acetoxymethyl-Ester (AM) kann es die 
Zellwand passieren und verbleibt nach Esterspaltung durch unspezifische 
Esterasen in der Zelle. Das nicht-veresterte Fluo-3 bildet in Verbindung mit 
Calcium einen Komplex. Durch die Komplexbildung wird die Fluoreszenz um 
den Faktor 35 - 40 verstärkt (Minta et al., 1989). Somit können mit Hilfe von 
Fluo-3 Rückschlüsse auf das intrazellulär freigesetzte Calcium gezogen 
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O O
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O
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werden. Das Emissionsmaximum liegt bei 525 nm (entspricht dem FL-1-Kanal 
des Durchflusszytometers). Fluo-3-AM wurde bei -20 °C unter Lichtschutz 
gelagert. 
2.2.5 N-Acetylcystein 
N-Acetylcystein (NAC) (CAS No. 616-91-1) ist ein starkes Antioxidans. Das 
Molekül verfügt über eine SH-Gruppe, die leicht oxidiert werden kann. Dabei 
entsteht eine Verbindung von zwei NAC-Molekülen in Form einer 
Disulfidbrücke. NAC wirkt analog zum zelleigenen, erythrozytären Gluthation-
Redox-System, indem es zum Abbau verschiedener ROS-Subtypen beiträgt. Es 
wurde NAC der Firma Sigma Aldrich (St. Louis, USA) benutzt, welches in 
DMSO gelöster Form verwendet wurde.  
2.2.6 p38-MAPKinase Inhibitoren 
SB203580 [4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl)-1H-imid-
azole] (CAS No.: 152121-47-6) ist ein spezifischer Inhibitor der p38-MAP-
Kinase (Young et al., 1997). Es wurden Substanzen der Firma ENZO life-
science (Lörrach, Deutschland) und Tocris (Bristol, UK) verwendet und in 
DMSO gelöst.  
2.2.7 Z-VAD-FMK Pan-Caspase-Inhibitor   
Z-VAD-FMK (CAS No. 187389-52-2) ist ein zellwand-permeabler, 
unspezifischer Caspase-Inhibitor (Van Noorden, 2001). Es wurde  Z-VAD-FMK 
der Firma Enzo (Lörach, Germay)  in DMSO gelöst verwendet.  
2.2.8 DCFDA  
Um zu bestimmen, ob unter den experimentellen Bedingungen ROS entstehen, 
wurde 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (DCFDA) (CAS No.: 4091-99-0) 
der Firma Sigma Aldrich (St. Louis, USA) verwendet. Das nicht-fluoreszierende 
DCFDA diffundiert in die Zellen und wird in Gegenwart von ROS zu 2’,7’-
Dichlorofluorescein (DCF) oxidiert, welches bei einem maximalen 
Emissionsspektrum von 529 nm (entspricht dem FL-1-Kanal des 
Durchflusszytometers) fluoresziert. Somit kann es die Bildung von Hydroxyl-, 
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Peroxyl- und andere ROS-Subtypen detektieren.  DCFDA (in DMSO gelöst) 
wurde zur Messung mit Ringer-Lösung auf eine Konzentration von 10 µM 
verdünnt.  
2.2.9 CER Detection Kit 
Zur Messung der CER-Expression wurde ein 1:10 in PBS + 1 % BSA-Lösung 
verdünnter CER-Antikörper (MID 15B4) der Firma  Alexis (Grünberg, 
Deutschland) verwendet. Zur durchflusszytometrischen Detektion des CER-
Antikörpers wurde ein FITC-konjugierter Ziege-Anti-Maus-IgG und -IgM 
spezifischer Sekundärantikörper der Firma BD Pharmingen (Hamburg, 
Deutschland) 1:50 in PBS + 1 % BSA-Lösung verwendet.  Der CER-AK bindet 
spezifisch an CER, während der bei einem Emissionsmaximum von etwa 519 
nm fluoreszierende Sekundärantikörper (entspricht dem FL-1-Kanal des 
Durchflusszytometers) gegen das Fc-Fragment des CER-Antikörpers gerichtet 
ist.  
2.3 verwendete Lösungen 
2.3.1 Ringer-Lösung 
Um die Erythrozyten in einem ihrer physiologischen Umgebung möglichst 
nahekommenden Milieu zu untersuchen, wurde Ringer-Lösung als Basislösung 
verwendet. Diese verfügt über die gleiche Osmolarität, den selben pH-Wert und 
eine ähnliche Elektrolyt-Zusammensetzung wie das menschliche Blutplasma. 
Als Energielieferant für den zellulären Stoffwechsel wurden 5 mM Glukose 
beigefügt. Unter diesen Bedingungen zeigen die Erythrozyten auch nach > 48-
stündiger Inkubation sehr wenig Eryptose bzw. Hämolyse. Die in Ringer-Lösung 
inkubierten Zellen wurden jeweils als Kontroll-Gruppen verwendet. Die 
Testsubstanzen wurden jeweils zu Beginn der Experimente den in Ringer-
Lösung inkubierten Erythrozyten beigefügt. In der Tabelle 1 sind die genauen 
Bestandteile der Ringer-Lösung aufgeführt. Der pH-Wert von 7,4 wurde, 
anhand eines pH-Meters gemessen, durch Titration mit Natriumhydroxid-
Lösung erreicht. Um eine Kontamination zu vermeiden, wurden die Lösungen 
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mit Hilfe des Stericup-Filtersytems (Merck Millipore) gefiltert und bei +4 °C 
gelagert.  
 
Tabelle 1: Zusammensetzung von 1 Liter Ringer-Lösung 
Substanz Konzentration [mM] Menge [g] 
NaCl 125 7,305 
KCl 5 0,373 
MgSO4 1,2 0,296 
HEPES 32,2 7,673 
Glukose 5 0,901 
CaCl2 1 0,11 
NaOH ca. 13,5 (titriert) ca. 0,541 (titriert) 
H2O - 980,82 
 
2.3.2 Annexin-Wasch-Puffer 
Zur Messung der PS-Expression auf der äußeren Erythrozyten-Membran wurde 
zur Verdünnung des verwendeten FITC-Annexin-V ein Annexin-Wasch-Puffer 
verwendet, der eine höhere Calciumkonzentration als die Ringer-Lösung 
aufweist, um die calciumabhängige Bildung von FITC-Annexin-V zu 
ermöglichen. Die Zusammensetzung ist in der Tabelle 2 dargestellt.  
 
Tabelle 2: Zusammensetzung von 1 Liter Annexin-Wasch-Puffer 
Substanz Konzentration [mM] Menge [g] 
NaCl 125 7,305 
KCl 5 0,373 
MgSO4 1,2 0,295 
HEPES 32,2 7,673 
Glukose 5 0,901 
CaCl2 5 0,55 
NaOH ca. 13,5 (titriert) ca. 0,541 (titriert) 
H2O - 980,82 
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2.3.3 Calciumfreie Lösung 
Um die Erythrozyten frei von dem Einfluss extrazellulären Calciums zu 
untersuchen, wurde eine calciumfreie Ringer-Lösung mit der in Tabelle 3 
aufgeführten Zusammensetzung verwendet. Wenn mit * gekennzeichnet, wurde 
zusätzlich 1 mM Glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic-acid 
(EGTA) beigefügt, um freies Calcium zusätzlich zu komplexieren.  
 
Tabelle 3: Zusammensetzung von 1 Liter calciumfreier Lösung 
Substanz Konzentration [mM] Menge [g] 
NaCl 125 7,305 
KCl 5 0,373 
MgSO4 1,2 0,295 
HEPES 32,2 7,673 
Glukose 5 0,901 
EGTA* 1* 0,380* 
NaOH ca. 13,5 (titriert) ca. 0,541 (titriert) 
H2O - 980,82 
 
2.3.4 PBS-BSA-Lösung  
In den CER-Experimenten wurde eine vorgefertigte phosphatgepufferte 
Salzlösung (DPBS, Dulbecco's phosphate-buffered saline) der Firma  Gibco, 
Life Technologies (Carlsbad, USA) verwendet. Die PBS-Lösung wurde mit 
0,1 % Rinderserum-Albumin (BSA) der Firma Sigma Aldrich (St. Louis, USA) 
(CAS:9048-46-8) versetzt. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 4 dargestellt.   
 
Tabelle 4: Zusammensetzung der PBS-BSA-Lösung  
Substanz Konzentration [mM] Konzentration [g/l] 
NaCl 137,93 8 
KCl 2,67 0,2 
Na2HPO4 - 7H2O 8.06 2,160 
KH2PO4 1,47 0,2 
BSA 0,015 1 
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2.3.5 Hyperosmolare Lösung und glukosefreie Lösung 
Um den simultanen Effekt multipler Eryptose-Trigger auf die Zellen zu 
untersuchen wurden, wo angegeben, Experimente in hyperosmolarer bzw. 
glukosefreier Lösung durchgeführt (850 mosmol). Dazu wurden modifizierte 
Ringer-Lösungen angefertigt. Die genauen Zusammensetzungen sind in 
Tabelle 5 und Tabelle 6 dargestellt.  
  
Tabelle 5: Zusammensetzung von 1 Liter hyperosmolarer Lösung 
Substanz Konzentration [mM] Menge [g] 
NaCl 125 7,305 
KCl 5 0,373 
MgSO4 1,2 0,296 
HEPES 32,2 7,673 
Glukose 5 0,901 
CaCl2 1 0,11 
NaOH ca. 13,5 (titriert) ca. 0,541 (titriert) 
Saccharose 550 188,26 
H2O - 794,8 
 
 
Tabelle 6: Zusammensetzung von 1 Liter glukosefreier Lösung 
Substanz Konzentration [mM] Menge [g] 
NaCl 125 7,305 
KCl 5 0,373 
MgSO4 1,2 0,296 
HEPES 32,2 7,673 
CaCl2 1 0,11 
NaOH ca. 13,5 (titriert) ca. 0,541 (titriert) 
H2O - 983,7 
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2.4 Versuche 
2.4.1 Allgemeiner Versuchsaufbau 
Um die Wirkung der Testsubstanzen auf den suizidalen Erythrozytenzelltod 
(Eryptose) zu untersuchen, wurden verschiedene Messansätze in vitro 
hergestellt. Dazu wurden die aufbereiteten humanen Spendererythrozyten bei 
einem Hämatokrit von 0,4 % in Ringer-Lösung für 48 h bei 37 °C unter 
Lichtschutz inkubiert. Die Inkubation erfolgte jeweils in 1 ml Suspension in 
autoklavierten Eppendorf Cups. Die Hinzugabe der Testsubstanzen in den 
angegebenen Endkonzentrationen erfolgte jeweils beim Herstellen der Ansätze. 
Um die Zellen nach der Inkubation für die durchflusszytometrische 
Untersuchung vorzubereiten, wurden jeweils 50 µl der Erythrozytensuspension 
in 69-well-plates transferiert und bei 1200 rpm und 36 °C für 4 min zentrifugiert. 
Der zellfreie Überstand wurde verworfen. Das so gewonnene 
Erythrozytensediment wurde unter den jeweils unten beschriebenen 
Bedingungen weiterbehandelt. Es wurden Kontroll-Gruppen mit analog 
behandelten Erythrozyten in Ringer-Lösung bzw. in Ringer-Lösung und 1 µM 
DMSO verwendet. Um eine verwertbare Messzahl [n] zu erreichen, wurden die 
Experimente an verschiedenen Tagen wiederholt. Eine Messreihe inklusive den 
Kontroll-Gruppen wurde jeweils mit Erythrozyten desselben Patienten 
durchgeführt, wobei für jede neue Messreihe jeweils das Blut eines anderen 
Patienten verwendet wurde. Alle Messreihen wurden mit den identischen 
Einstellungen des FACS-Gerätes gemessen. Die Eichung erfolgte an der 
jeweils ersten Kontrolle in Ringer-Lösung. Die Auswertung der Messdaten 
erfolgte nach den Angaben in 2.5.2. und die statistische Analyse nach Angaben 
in 2.7. 
2.4.2 Messung der PS-Expression  
Die nach 2.4.1 behandelten Erythrozyten wurden mit 150 µl FITC-Annexin-V in 
einer 1:200 Verdünnung in 5mM CaCl2 beinhaltendem Annexin-Wasch-Puffer 
für 20 Minuten bei 36 °C unter Lichtschutz reinkubiert. Die 
Erythrozytensuspension wurde in FACS-Röhrchen transferiert und direkt der 
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FACS-Analyse zugeführt. Die FITC-Annexin-V-Fluoreszenz wurde 
durchflusszytometrisch bei einer Exzitationswellenlänge von 488 nm mit einer 
Emissionswellenlänge von 530 nm im FL-1-Kanal bestimmt. Um eine 
Fehlmessung der FITC-Annexin-V-Fluoreszenz durch PS-Bindung an der 
inneren Membran der Erythrozyten bei stark hämolysierenden Zellen 
auszuschließen, erfolgte als Kontrolle die Messung der Hämolyse nach dem in 
2.6.2 dargestellten Protokoll. Die Auswertung und die statistische Analyse 
erfolgte nach den Angaben in 2.5.2. bzw. 2.7 
2.4.3 Messung der Zellgröße 
Als Parameter für die Zellgröße der Erythrozyten wurde durchflusszytometrisch 
das Vorwärtsstreulicht (FSC, forward-scatter) im FSC-Kanal bei einer Ex-
zitationswellenlänge von 488 nm bestimmt. Die Messung des FSC erfolgte an 
den analog zu 2.4.1 behandelten Zellen. Bei dieser Methode können keine 
absoluten Zahlen erhoben werden, weswegen Rückschlüsse auf die Zellgröße 
ausschließlich im Vergleich zu den Kontroll-Gruppen möglich sind. Durch die 
Behandlung mit FITC-Annexin-V ist keine artifizielle Beeinflussung der 
Zellgröße zu erwarten, weswegen der FSC parallel zur Messung der FITC-
Annexin-V-Fluoreszenz in einem Messdurchgang bestimmt wurde. Die 
Auswertung und die statistische Analyse erfolgte nach den Angaben in 2.5.2. 
bzw. 2.7 
2.4.4 Messung des intrazellulären Calciums 
Zur Bestimmung des intrazellulären Calciums  wurden die selben Ansätze wie 
zur Messung der PS-Expression verwendet. Nach analoger Aufbereitung 
wurden die Zellen mit Fluo-3-AM beladen. 150 µl Fluo-3-AM-Lösung in einer 
Konzentration von 5 µM wurden hinzugegeben und die Zellen für 30 Minuten 
bei 36 °C unter Lichtschutz reinkubiert. Die Zellen wurden mit 5 mM CaCl2 
beinhaltendem Annexin-Wasch-Puffer gewaschen. Die Erythrozytensuspension 
wurde in FACS-Röhrchen transferiert und direkt der FACS-Analyse zugeführt. 
Hierzu wurde die Fluo-3-Fluoreszenz bei einer Exzitationswellenlänge von 
488 nm mit einer Emissionswellenlänge von 530 nm im FL-1-Kanal bestimmt. 
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Die Auswertung und die statistische Analyse erfolgte nach den Angaben in 
2.5.2. bzw. 2.7. 
2.4.5 Messung der PS-Expression in calciumfreier Umgebung 
Zur Messung der PS-Expression unter Entzug des extrazellulären Calciums 
wurden die Erythrozyten analog zu 2.4.1 in calciumfreier Lösung anstelle der 
Ringer-Lösung für 48 Stunden inkubiert. Danach wurde die FITC-Annexin-V-
Fluoreszenz, wie an anderer Stelle beschrieben, bestimmt. Wenn mit * markiert 
wurde der calciumfreien Lösung zusätzlich EGTA zur Komplexierung des noch 
vorhandenen freien Calciums beigefügt. 
2.4.6 Messung der PS-Expression und der Zellgröße unter Einfluss 
zusätzlicher Stressoren  
Zur Messung der PS-Expression und der Zellgröße unter zusätzlichem Einfluss 
anderer Stressoren bzw. dem Einfluss bekannter Trigger des suizidalen 
Erythrozytenzelltodes wurden die Erythrozyten analog zu 2.4.1 in 
hyperosmolarer Lösung bzw. glukosefreier Lösung anstelle der Ringer-Lösung 
für 6 Stunden (hyperosmolare Lösung) bzw. 48 Stunden (glukosefreie Lösung) 
inkubiert. Danach wurde die FITC-Annexin-V-Fluoreszenz bzw. der FSC wie an 
anderer Stelle beschrieben bestimmt. 
2.4.7 CER-Bestimmung 
Um die Bildung von CER in den Erythrozyten zu bestimmen, wurde ein 
Antikörper-basiertes Nachweisprotokoll  benutzt. Die nach 2.4.1 behandelten 
Erythrozyten wurden nach 48-stündiger Inkubation mit 100 µl PBS-BSA-Lösung 
wieder resuspendiert. Der PBS-BSA-Lösung wurde ein CER-Antikörper (clone 
MID 15B4) im Verhältnis 1:10 beigesetzt und die Erythrozytensuspension für 1 
Stunde bei 37 °C inkubiert, um die Antikörperbindung abzuwarten. Nach der 
Inkubation erfolgte das dreimalige Zentrifugieren und Waschen mit jeweils 150 
µl PBS-BSA-Lösung, um den nicht-gebundenen Antikörper zu entfernen. 
Danach wurden 50 µl PBS-BSA-Lösung mit dem FITC-konjugierten Ziege-Anti-
Maus-IgG und -IgM spezifischen Sekundärantikörper  im Verhältnis 1:50 
versetzt. Die Erythrozytensuspension wurde erneut für 30 Minuten bei 37 °C 
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reinkubiert, um die Bindung des Sekundärantikörpers an das Fc-Fragment des 
bereits gebundenen CER- Antikörpers abzuwarten. Nach der Inkubation 
erfolgte ebenfalls das dreimalige Zentrifugieren und Waschen der Erythrozyten 
mit jeweils 150 µl PBS-BSA-Lösung, um den nicht gebundenen 
Sekundärantikörper zu entfernen. Die so vorbereiteten Erythrozyten wurden 
ebenfalls in FACS-Röhrchen transferiert und direkt der FACS-Analyse 
zugeführt. Die FITC-Fluoreszenz des Sekundärantikörpers wurde bei einer 
Exzitationswellenlänge von 488 nm mit einer Emissionswellenlänge von 530 nm 
im FL-1-Kanal des FACSCaliburÔ bestimmt. Die Auswertung und die 
statistische Analyse erfolgte nach den Angaben in 2.5.2. bzw. 2.7. 
2.4.8 Messung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 
Die nach 2.4.1 behandelten Erythrozyten wurden nach 48-stündiger Inkubation 
mit 150 µl Ringer-Lösung, die DCFDA in einer Konzentration von 10 µM enthält, 
resuspendiert. Die Testerythrozyten wurden für 30 Minuten bei 37 °C unter 
Lichtschutz inkubiert, um die Diffusion des DCFDA in die Zellen und die 
nachfolgende Oxidation unter dem Einfluss neu entstandener ROS zu dem 
durchflusszytometrisch nachweisbaren DCF zu ermöglichen. Danach wurde die 
Erythrozytensuspension bei 1200 rpm und 36 °C für 4 min zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen und die Proben zweimalig mit physiologischer 
Ringer-Lösung gewaschen, in FACS-Röhrchen transferiert und direkt der 
durchflusszytometrischen Analyse unterzogen.  Die DCF-Fluoreszenz wurde 
bei einer Exzitationswellenlänge von 488 nm mit einer Emissionswellenlänge 
von 530 nm im FL-1-Kanal des FACSCaliburÔ bestimmt. Um eine 
Fehlmessung auszuschließen und um zu beurteilen, ob der durch ROS 
getriggerte Effekt auf den suizidalen Erythrozyten-Zelltod durch antioxidativen 
Schutz zumindest teilweise inhibiert werden kann, wurde bei positivem ROS-
Nachweis zusätzlich eine erneute Messung der PS-Expression mit Hilfe der in 
2.4.2 beschriebenen Methodik durchgeführt. Hierzu wurden Messungen unter 
dem Einfluss von NAC und ohne Zugabe von NAC durchgeführt. Dazu wurde 
zu Beginn der Experimente in den Testgruppen zusätzlich 1 mM des 
Antioxidans NAC hinzugefügt, um neu entstehende ROS zu eliminieren. Die 
42 
 
PS-Expression wurde dann mit den Kontroll-Gruppen und mit den nicht mit 
NAC behandelten Gruppen verglichen. Die Auswertung und die statistische 
Analyse erfolgte nach den Angaben in 2.5.2. bzw. 2.7 
2.4.9 Messung der Aktivitäten von p38-MAPKinase und Caspasen 
Um eine Stimulation der p38-mitogenaktivierten Proteinkinasen (p38-
MAPKinase) als möglichen Trigger der Eryptose zu untersuchen wurde, wo 
angegeben, vor der Inkubation zusätzlich der spezifische p38/SAPK-2-Inhibitor 
SB203580 in einer Konzentration von 2 µM hinzugegeben und danach die PS-
Expression wie in 2.4.2 beschrieben gemessen. Gleiches gilt für den 
Pancaspase-Inhibitor Z-VAD-FMK, der vor der Inkubation in einer Konzentration 
von 10 µM hinzugegeben wurde, um eine mögliche Stimulation der zellulären 
Caspasen zu untersuchen.  
2.5 FACS-Analyse 
2.5.1 Prinzip der Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie stellt ein Messverfahren der Biologie und Medizin dar, 
welches die molekulare Charakterisierung und Vermessung von Zellen anhand 
deren Streu- und Fluoreszenzlicht ermöglicht. Das zugrundeliegende Prinzip 
beruht auf der Emission und Streuung optischer Signale durch die Zelle 
nachdem diese einen Laserstrahl passiert hat.  Mit der Hilfe der 
Durchflusszytometrie können semiquantitative Aussagen über Form, Größe und 
Binnenstruktur der Zelle, sowie unter Hinzunahme von fluoreszierenden 
Molekülen und Antikörpern auch über Oberflächenmoleküle, intrazelluläre 
Proteine, zelluläre Peptide und DNA getroffen werden. Um einzelne Zellen 
untersuchen zu können wird eine Zellsuspension durch eine Kapillare gesaugt, 
deren Durchmesser nur das zeitgleiche Passieren einzelner Zellen ermöglicht. 
Die Zellen werden durch einen Hüllstrom innerhalb einer Zählkammer 
fokussiert. In der Durchflusszelle (flow cell) werden einzelne Zellen durch 
Laserlicht angeregt und deren Lichtsignale mit verschiedenen Detektoren 
ausgewertet. Dabei gibt es prinzipiell zwei verschiedene Detektionsprinzipien. 
Zum einen wird die Lichtstreuung bei Durchtritt der Zellen durch den Fokus des 
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Lasers in einem flachen Winkel zum Laserstrahl (Vorwärtsstreulicht; FSC) und 
in einem 90° Winkel zum Laserstrahl (Seitwärtsstreulicht; SSC) detektiert. Zum 
anderen werden im 90° Winkel Fluoreszenzsignale über weitere Detektoren 
aufgezeichnet, deren Emissionsspektren über Farbteilspiegel und 
Bandpassfilter aufgetrennt werden (nach aufsteigender Wellenlänge FL-1, FL-2, 
FL-3, FL-4). Die Signale werden grafisch dargestellt und können nach der 
Messung statistisch ausgewertet werden (Abb. 7).  
 
 
Abbildung 7 - BD CellQuestTM Dot-Plot. Die Abbildung zeigt die Signalintensität des FSC auf der 
y-Achse  in linearer Darstellung und die Signalintensität des FL-1-Kanals auf der x-Achse in 
logarrhythmischer Darstellung. 
 
Aus den so gewonnenen Daten lassen sich Rückschlüsse auf die einzelnen 
Zellen ableiten. Durch Messung großer Zellpopulationen in kurzer Zeit gelingt 
es, Aussagen über die gesamte Zellpopulation zu treffen.  Durch den stabilen 
Messaufbau können durch Eichung und Kalibrierung von Fluoreszenz-Signalen 
auch quantitative Aussagen getroffen werden. Für alle Messungen wurde der 
Durchflusszytometer FACSCaliburÔ der Firma Becton Dickinson, New Jersey, 
USA benutzt. Dieser verfügt über einen Argon-488nm-Laser und einen Dioden-
633nm-Laser sowie einen FSC-Detektor, einen SSC-Detektor und vier 
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Fluoreszenzdetektoren. Zur Auswertung der Rohdaten wurde die dazugehörige 
Analysesoftware BD-CellQuestÔ verwendet. 
2.5.2 Auswertung der Messungen 
Um eine valide Aussage über die gesamte Zellpopulation ableiten zu können 
wurden pro Messung 50.000 Zellen bei einer durchschnittlichen 
Geschwindigkeit von ca. 2000 Zellen/sec ausgewertet. Dabei wurde das 
Vorwärtsstreulicht im FSC-Kanal und die Fluoreszenzintensität im FL-1-Kanal 
mit einem 530/30 Bandpass-Filter ermittelt.  
Die FSC-Signalintensität ist von der Größe der Zelle, die den Laserstrahl kreuzt 
abhängig und verhält sich daher in etwa proportional zum Zellvolumen. Im 
Gegensatz zum Seitwärtsstreulicht (side scatter; SSC), welches sich ebenfalls 
proportional zur  Zellgröße verhält, ist der FSC weniger von der Granularität und 
der Binnenstruktur der Zelle abhängig, weswegen es sich besser zur reinen 
Zellvolumenbestimmung eignet. Zur statistischen Auswertung wurde das 
geometrische Mittel der Messwerte verwendet. Die Fluoreszenzintensität der 
verschiedenen Färbungen wurde im FL-1-Kanal detektiert. Bei der Auswertung 
der FITC-Annexin-V-Fluoreszenzintensität wurden in den Histogrammen ein 
cut-off für PS-positive Zellen grafisch festgelegt. Hierzu wurde ein Bereich direkt 
oberhalb des Bereiches welcher die Intensitätslevel des Kontrollansatzes 
abbildet gewählt um danach der Anteil positiv markierter Zellen unter der 
Gesamtpopulation zu berechnen. In den restlichen Färbungen wurde das 
geometrische Mittel der Messwerte verwendet. Die Auswertung erfolgte mit BD 
CellQuestÔ Pro (BD, Bioscience) und Flowing-Software (Cell Imaging Core, 
Turku Centre for Biotechnology, Finnland).  
2.6 Photometrische Hämolyse-Bestimmung 
2.6.1 Erstellung einer Hämolyse-Eichkurve 
Um den Grad der Hämolyse bestimmen zu können wurde jeweils eine 
Eichkurve erstellt. Es wurden die selben Erythrozyten wie in den 
Durchflusszytometrie-Experimenten verwendet. Die frischen 
Spendererythrozyten wurden bei einem Hämatokrit von 0,4 % in destilliertem 
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Wasser hämolysiert. Die durch den osmotischen Druck herbeigeführte 
Hämolyse wurde als Referenz für die vollständige Hämolyse verwendet. Nach 
48 h Inkubation bei 36 °C unter Lichtschutz wurden die restlichen zellulären 
Bestandteile abzentrifugiert. Der die Blutfarbstoffe beinhaltende Überstand 
wurde benutzt, um eine definierte Verdünnungsreihe anzufertigen. Die Analyse 
der einzelnen Proben erfolgte mithilfe des Spektrophotometers PowerWaveÔ 
XS2 der Firma BioTek (Winooski, USA). Die Ergebnisse wurden grafisch 
dargestellt und es wurde eine lineare Regression in Excel durchgeführt. Als 
Kriterium wurde ein Bestimmtheitsmaß von mindestens 95% festgelegt. Mithilfe 
der so ermittelten Regressionsgeraden wurde die Hämolyse wie in 2.6.2 
beschrieben gemessen.  
 
 
Abbildung 8 - Beispiel einer Eichkurve zur Bestimmung der Hämolyse   
2.6.2 Messung der Hämolyse 
Zur Messung der Hämolyse wurden die selben experimentellen Ansätze wie in 
2.4.1. beschrieben verwendet. Als Kontrollgruppen wurden wieder Erythrozyten 
in Ringer-Lösung bzw. Ringer-Lösung mit 1 µl DMSO verwendet.  Die zellulären 
Bestandteile wurden nach der 48-stündigen Inkubation bei 1600 rpm für 3 
Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert, der Überstand wurde vorsichtig 
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abpipettiert und photometrisch bei 405 nm gemessen. Aus den Ergebnissen 
wurde mit Hilfe der aus der Eichkurve bestimmten Regressionsgeraden der 
Hämolysegrad bestimmt. Bei den Versuchen mit NZA wurde aufgrund der 
Verfälschung der Ergebnisse durch den Farbstoff der Substanz und deren 
Absorption die Differenz zwischen den Proben mit NZA allein nach 48 h und 
den Proben mit Erythrozyten und NZA gemessen und die Hämolyse anhand 
der Differenz bestimmt. Es wurden jeweils die selben Erythrozyten verwendet 
die zur Erstellung der Eichkurve verwendet wurden. Der Hämolysegrad wurde 
in [%] angegeben. Arithmetischer Mittelwert und Standardabweichung wurden 
in Excel graphisch dargestellt. Die so gewonnen Daten wurden mit den 
Ergebnissen der Zytometer-Daten verglichen.  
2.7 Statistische Aufarbeitung 
Zur statistischen Bewertung der erhobenen Daten wurden jeweils der 
arithmetische Mittelwert und der Standardfehler in Excel berechnet und die 
Daten in Balkendiagrammen visualisiert. Es wurden jeweils die Daten der 
kompletten Messreihen zur statistischen Analyse herangezogen, ohne die 
Zuhilfenahme von Ein- oder Ausschlusskriterien. Als statistischer Test diente für 
die Analyse multipler Gruppen (> 2) der ANOVA (Analysis of variance) one way 
tukey. Es wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 als signifikant festgelegt. 
Als Signifikanztest zur Beurteilung von zwei Gruppen untereinander wurde der 
student two-tailed t-test verwendet. Jeder statistische Test wurde einmalig nach 
Abschluss der Messreihen durchgeführt. Als Statistiksoftware wurde GraphPad-
Prism der Fima GraphPad Software Inc. (La Jolla, USA) verwendet. Die 
Signifikanzlevels sind, wenn nicht anders angegeben, wie folgt in den Grafiken 
dargestellt: **** = (p < 0,0001), *** = (p < 0,001), ** = (p < 0,01), * = (p < 0,05) 
bzw. #### = (p < 0,0001), ### = (p < 0,001), ## = (p < 0,01), # = (p < 0,05). 
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3 Ergebnisse 
3.1 Suizidaler Erythrozyten-Zelltod durch Nitazoxanid (NZA)  
3.1.1 Effekt von NZA auf die PS-Expression  
Um den Einfluss einer Exposition gegenüber NZA auf die PS-Expression auf 
der äußeren Erythrozytenmembran zu messen, wurden verschiedene 
Konzentrationen von NZA zu den Ansätzen gegeben. Wie in Abbildung 9 
dargestellt, zeigt sich schon nach Zugabe von 1 µg/ml NZA und 48-stündiger 
Inkubation ein Anstieg der FITC-Annexin-V-bindenden und somit PS-positiven 
Zellen gegenüber der Kontroll-Gruppe. Ein statistisch signifikanter Unterschied 
wird ab einer Konzentration von 10 µg/ml NZA und 48-stündiger Inkubation 
erreicht. Das Original-Histogramm zeigt den Unterschied der Kontroll-Gruppe 
gegenüber NZA exponierter Zellen (50 µg/ml NZA).  
 
 
Abbildung 9 - Effekt von NZA auf die PS-Expression. [A] Original-Histogramm FITC-Annexin-V-
positiver Erythrozyten nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von NZA 
(grauer Schatten) und nach Zugabe von 50 µg/ml NZA (schwarze Linie). [B] Balkendiagramm 
der Mittelwerte und SEM (n=9) FITC-Annexin-V-positiver Erythrozyten in % nach 48-stündiger 
Inkubation in Ringer-Lösung (weißer Balken) und nach Zugabe von 1 – 50 µg/ml NZA bzw. 1 
µg/ml DMSO (schwarze Balken). *** = (p < 0,001), * = (p < 0,05) zeigt einen signifikanten 
Unterschied zur Kontroll-Gruppe an (ANOVA). Abbildung modifiziert nach (Arnold et al., 2014b) 
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Zellen, deren FITC-Annexin-V-Fluoreszenzintensität innerhalb des mit M1 
angegebenen Bereiches fallen werden als PS-positiv gezählt und deren Anteil 
an der Gesamtpopulation der gemessenen Zellen (50.000) in % berechnet. 
Dabei ist zu beachten, dass ein geringer Anteil der Erythrozyten in der 
Kontrollgruppe nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ebenfalls PS-
positiv ist. Um eine Expression von PS durch Verunreinigung oder andere 
Stressoren auszuschließen, wurden nur Messungen akzeptiert, bei denen die 
Kontroll-Gruppen einen vernachlässigbar kleinen Anteil PS-positiver Zellen (< 3 
%) besitzen. Aus den in Abbildung 9 dargestellten Daten ist zudem eine 
positive Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen der NZA-Konzentration und dem 
Anteil PS-positiver Zellen zu erkennen. Zum Ausschluss einer Beeinflussung 
durch das Lösungsmittel DMSO wurde jeweils eine Kontrolle mit 1 µg/ml DMSO 
alleine durchgeführt. Alle Messansätze mit Ausnahme der Ringer Kontrolle 
enthalten DMSO in einer Konzentration von 1 µg/ml. Die Mittelwerte +/- SEM 
lagen bei einer Gruppengröße von n = 9 in der Kontrollgruppe bei 2,03 +/- 0,29 
%, nach Exposition von 1 µg/ml NZA bei 3,36 +/- 0,43 %, von 10 µg/ml NZA bei 
4,87 +/- 0,47 %, von 20 µg/ml NZA bei 7,08 +/- 0,59 % und von 50 µg/ml NZA 
bei 15,76 +/- 0,98 % sowie bei 3,29 +/- 0,48 % nach Exposition gegenüber 1 
µg/ml DMSO alleine.  
3.1.2 Effekt von NZA auf die Zellgröße 
Die Zellgröße der untersuchten Zellen wurde über die Intensität des 
Vorwärtsstreulichtes bestimmt. Nach 48-stündiger Exposition der Zellen 
gegenüber NZA bzw. DMSO, zeigt sich ab einer Konzentration von 10 µg/ml 
NZA ein signifikanter Abfall des FSC (Abbildung 10). Das Originalhistogramm 
zeigt die Verschiebung der FSC-Intensität hin zu geringeren Werten unter 
Einfluss von 50 µg/ml NZA in Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Die Mittelwerte +/- 
SEM des geometrischen Mittels der Signalintensitäten lagen bei einer 
Gruppengröße von n = 9 in der Kontrollgruppe bei 473,55 +/- 2,24, nach 
Exposition gegenüber 1 µg/ml NZA bei 467,4 +/- 3,23, gegenüber 10 µg/ml bei 
436,16 +/- 5,84 , gegenüber 20 µg/ml bei 417,71 +/- 4,61 und gegenüber 50 
µg/ml bei 394,03 +/- 4,49 sowie bei 479,78 +/- 5,92 nach Exposition gegenüber 
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1 µg/ml DMSO alleine. Der FSC-Abfall zeigt ebenfalls eine positive Dosis-
Wirkungs-Beziehung. Die so gewonnenen Werte zeigen eine Veränderung des 
durchschnittlichen Zellvolumens an. Eine quantitative Bestimmung der Zellen, 
welche ihr Volumen ändern ist mit der durchgeführten Methode nicht möglich. 
Die Verringerung der Zellgröße ist ebenfalls ein charakteristisches Merkmal des 
suizidalen Erythrozyten-Zelltodes. Die Messung der Zellgröße im FSC-Kanal 
erfolgt parallel zur Messung der PS-Externalisierung im FL-1-Kanal.  
 
Abbildung 10 - Effekt von NZA auf das Vorwärtsstreulicht. [A] Original-Histogramm des FSC 
nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von NZA (grauer Schatten) und 
nach Zugabe von 50 µg/ml NZA (schwarze Linie). [B] Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM 
(n=9) des FSC (geometrisches Mittel) nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung (weißer 
Balken) und nach Zugabe von 1 – 50 µg/ml NZA bzw. 1 µg/ml DMSO (schwarze Balken). *** = 
(p < 0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontroll-Gruppe an (ANOVA). Abbildung 
modifiziert nach (Arnold et al., 2014b) 
3.1.3 Effekt von NZA auf die intrazelluläre Calciumkonzentration 
Um die Änderung der Konzentration des intrazellulären Calciums zu messen 
wurden Experimente mit Fluo-3-AM durchgeführt. Dabei zeigt sich nach 48-
stündiger Inkubation kein signifikanter Unterschied zwischen den Experimental-
Gruppen und der Kontroll-Gruppe. Das Original-Histogramm zeigt eine 
gleichbleibende Intensität der Fluoreszenz (Abbildung 11). Die Mittelwerte und 
SEM lagen bei einer Gruppengröße von n = 9 in der Kontroll-Gruppe bei 19,97 
+/- 0,12, nach Exposition gegenüber 1 µg/ml NZA bei 20,07 +/- 0,32, gegenüber 
10 µg/ml NZA bei 18,32 +/- 0,36, gegenüber 20 µg/ml NZA bei 18,26 +/- 0,36, 
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gegenüber 50 µg/ml NZA bei 18,82 +/- 0,48 sowie bei 20,76 +/- 0,31 nach 
Exposition gegenüber 1 µg/ml DMSO alleine. 
 
Abbildung 11 - Effekt von NZA auf die Fluo-3-Fluoreszenz. [A] Original-Histogramm der Fluo-3-
Fluoreszenz nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von NZA (grauer 
Schatten) und nach Zugabe von 50 µg/ml NZA (schwarze Linie) [B] Balkendiagramm der 
Mittelwerte und SEM (n = 9) der Fluo-3-Fluoreszenz (geometrisches Mittel) nach 48-stündiger 
Inkubation in Ringer-Lösung (weißer Balken) und nach Zugabe von 1 - 50 µg/ml NZA bzw. 1 
µg/ml DMSO (schwarze Balken).  
Die Experimente zeigen, dass die PS-Externalisierung und Zellschrumpfung 
nicht von einer Erhöhung der intrazellulären Calcium-Konzentration begleitet 
sind. Der Anstieg der intrazellulären Calcium-Aktivität ist einer der bekannten 
Stimulatoren der Eryptose. Er führt letztendlich zum Zusammenbruch der PS-
Asymmetrie und über die Öffnung calciumabhängiger Kaliumkanäle zum 
Kaliumaustritt aus der Zelle. Dies hat eine Hyperpolarisation der 
Erythrozytenmembran zur Folge, was zum weiteren Austritt von Kalium- und 
Chlorid-Ionen führt was einen osmotisch bedingten Wasseraustritt mit sich führt. 
Um die Rolle des intrazellulären Calciums bei den beobachteten Ergebnissen 
besser zu verstehen, wurden zusätzliche Experimente in calciumfreier Lösung 
durchgeführt.  
 
Es zeigt sich ein signifikanter Abfall der PS-positiven Zellen unter Calcium-
Entzug gegenüber den Messungen in calciumhaltiger Umgebung. Zusätzlich 
wurden Experimente mit 1 mM EGTA durchgeführt mit dem Ziel, das 
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verbleibende Calcium zu komplexieren um somit feststellen zu können, ob sich 
der Effekt auf die PS-Externalisierung durch NZA vollständig aufheben lässt 
(Abbildung 12). Hierunter zeigte sich immer noch eine signifikante Erhöhung 
der PS-Expression von 6,32 +/- 0,684 % [Kontrolle 0,8 +/- 0,17 %] gegenüber  
10,9 +/- 0,3 % [Kontrolle: 1,15 +/- 0,07 %] in 5 mM calciumhaltiger Ringer-
Lösung (n = 5).  
 
Abbildung 12 - Effekt von NZA auf die PS-Expression in calciumfreier Umgebung. [A] 
Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n=5) FITC-Annexin-V-positiver Erythrozyten in % 
nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung mit und ohne 50 µg/ml NZA (linke Balken) und 
in calciumfreier Lösung mit und ohne 50 µg/ml NZA (rechte Balken). [B] Balkendiagramm der 
Mittelwerte und SEM (n = 4) FITC-Annexin-V-positiver Erythrozyten in % nach 48-stündiger 
Inkubation in Ringer-Lösung mit und ohne 50 µg/ml NZA (linke Balken) und in calciumfreier 
Lösung mit 1 mM EGTA mit und ohne 50 µg/ml NZA (rechte Balken). *** = (p < 0,001) zeigt 
einen signifikanten Unterschied zur Kontroll-Gruppe an. ### = (p < 0,001), ## = (p < 0,01) zeigt 
einen signifikanten Unterschied zum Vorhandensein von Calcium an (ANOVA). Abbildung 
modifiziert nach (Arnold et al., 2014b) 
Die Experimente zeigen eine Abhängigkeit der PS-Expression von der 
extrazellulären Calciumkonzentration, obwohl sich keine signifikante 
Veränderung des intrazellulären Calciums unter NZA nachweisen lässt. Die 
durch NZA ausgelöste PS-Externalisierung konnte durch Calciumentzug 
vermindert, nicht aber ganz aufgehoben werden. Abbildung 13 zeigt 
Originalhistogramme der Messungen der FITC-Annexin-V-Fluoreszenzintensität 
in calciumfreier Lösung mit 1 mM EGTA. Die Ergebnisse der Messungen mit 
calciumfreier Lösung legen eine Involvierung weiterer Signalwege des 
suizidalen Erythrozyten-Zelltodes nahe.  
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Abbildung 13 – Histogramme des Effekts von NZA auf die PS-Expression in calciumfreier 
Umgebung. Original-Histogramm der FITC-Annexin-V-Fluoreszenz nach 48-stündiger 
Inkubation in calciumfreier Lösung mit 1 mM EGTA ohne Zugabe von NZA [A] und nach Zugabe 
von 50 µg/ml NZA [B] und nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von 
NZA [C] und nach Zugabe von 50 µg/ml NZA [D]  
3.1.4 Effekt von NZA auf die Bildung von CER  
Als einen weiteren Mechanismus für den beobachteten Effekt von NZA kommt 
die Bildung von endogenem CER in Betracht. Die Experimente zum Nachweis 
einer gesteigerten Bildung von endogenem CER beruhen auf einem 
Fluoreszenz-Antikörpernachweis. Hier zeigte sich nach der Exposition von 50 
µg/ml NZA nach 48 Stunden ein signifikanter Anstieg des Fluoreszenzsignals 
durch den Anti-CER-Antikörper, was auf eine Steigerung der intrazellulären 
CER-Konzentration schließen lässt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 
dargestellt. Das Original-Histogramm zeigt einen Anstieg der durchschnittlichen, 
konzentrationsabhängigen Fluoreszenz-Intensität nach Exposition gegenüber 
50 µg/ml NZA. 
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Abbildung 14 - Effekt von NZA auf die Bildung von CER. [A] Original-Histogramm der FITC-Anti-
CER-Fluoreszenz nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von NZA 
(grauer Schatten) und nach Zugabe von 50 µg/ml NZA (schwarze Linie). [B]  Balkendiagramm 
der Mittelwerte und SEM (n = 5) der FITC-Anti-CER-Fluoreszenz (geometrisches Mittel) nach 
48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne NZA (weißer Balken) und in Anwesenheit von 
50 µg/ml NZA (schwarzer Balken). * = (p < 0,1) zeigt einen signifikanten Unterschied zur 
Kontroll-Gruppe an (two-tailed t-test). Abbildung modifiziert nach (Arnold et al., 2014b)  
Die Mittelwerte und SEM lagen bei einer Gruppengröße von n = 5 in der 
Kontroll-Gruppe bei 15,27 +/- 1,95, nach Exposition von 50 µg/ml NZA bei 
21,78 +/- 2,9. Die Experimente legen nahe, dass der Effekt von NZA auf die 
Erythrozyten zumindest teilweise auf die Neubildung von CER zurückzuführen 
ist. CER gehört zu den bekannten Stimulatoren der Eryptose. Die 
Beeinflussung des CER-Metabolismus durch NZA stellt einen neuen, bisher 
weder in Erythrozyten noch in kernhaltigen Zellen beschriebenen Effekt der 
Substanz dar.  
3.1.5 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und Aktivierung von 
Caspasen durch NZA 
Neben der Beeinflussung der intrazellulären Calcium-Konzentration und des 
CER-Metabolismus spielt auch oxidativer Stress eine Rolle in der Vermittlung 
des suizidalen Erythrozyten-Zelltods. Oxidativer Stress aktiviert nicht-selektive 
Kationenkanäle. Darüber hinaus aktiviert er wahrscheinlich auch Caspasen. 
Auch die Aktivierung von Caspasen könnte zur verstärkten PS-Externalisierung 
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durch NZA beitragen. Um das zu untersuchen wurden Experimente unter 
antioxidativem Schutz mit Hilfe von NAC (1 mM) und mit dem Pancaspase-
Inhibitor  Z-VAD-FMK (10 µM) durchgeführt. Hier zeigt sich keine signifikante 
Beeinflussung der PS-Externalisierung durch die zugegebenen Substanzen. 
Sowohl unter antioxidativem Schutz als auch unter Blockierung der Caspasen 
zeigt sich eine signifikante Erhöhung PS-positiver Zellen nach 48-stündger 
Inkubation mit 50 µg/ml NZA. Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt. 
Die Untersuchungen legen nahe, dass der Effekt von NZA nicht über oxidativen 
Stress bzw. die Aktivierung von Caspasen vermittelt wird.  
 
Abbildung 15 - Effekt von NZA auf die PS-Expression in Anwesenheit von NAC und des 
Pancaspase-Inhibitors Z-VAD-FMK. [A] Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n = 4) FITC-
Annexin-V-positiver Zellen in % nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung mit und ohne 
50 µg/ml NZA (linke Balken) und in Anwesenheit von 1 mM NAC mit und ohne 50 µg/ml NZA 
(rechte Balken). [B] Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n = 4) FITC-Annexin-V-positiver 
Zellen in % nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung mit und ohne 50 µg/ml NZA (linke 
Balken) und in Anwesenheit von 10 µM Z-VAD-FMK mit und ohne 50 µg/ml NZA (rechte 
Balken). ** = (p < 0,01), *** = (p < 0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen 
Gruppe ohne NZA an (ANOVA). 
3.1.6 Effekt von NZA in Zusammenhang mit zusätzlichen Stressoren  
Um die Auswirkung von NZA auf die Zelle simultan zu anderen bekannten 
zellulären Stressoren zu untersuchen, wurden Experimente in hyperosmolarer 
Lösung und unter Entzug von Glukose durchgeführt. 
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3.1.6.1 Einfluss von osmotischem Stress auf den Effekt von NZA und 
Untersuchung der Aktivierung der p38-MAPKinase   
Abbildung 16 zeigt den Effekt von NZA auf die PS-Externalisierung und 
Zellgröße in hyperosmolarer Lösung (880 mosmol) nach 6-stündiger Inkubation.  
 
Abbildung 16 - Effekt von NZA auf die PS-Expression und das Vorwärtsstreulicht in 
hyperosmolarer Lösung [A] Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n = 4) FITC-Annexin-V-
positiver Erythrozyten in % nach 6-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung mit und ohne 
50 µg/ml NZA (linke Balken) und hyperosmolarer Lösung mit und ohne 50 µg/ml NZA (rechte 
Balken) [B] Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n = 4) des FSC (geometrisches Mittel) 
nach 6-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung mit und ohne 50 µg/ml NZA (linke Balken) und 
hyperosmolarer Lösung mit und ohne 50 µg/ml NZA (rechte Balken). * = (p < 0,1), *** = 
(p < 0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontroll-Gruppe an. ## = (p < 0,01) zeigt 
einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ohne 50 µg/ml NZA in hyperosmolarer 
Lösung an (ANOVA).  
Die Mittelwerte und SEM der PS-Expression lagen bei einer Gruppengröße von 
n = 4 in der in Ringer-Lösung inkubierten Gruppe bei 0,84 +/- 0,26 %, nach 
Exposition von 50 µg/ml NZA bei 0,66 +/- 0,08 % und in der in hyperosmolarer 
Lösung inkubierten Gruppe bei 39,34 +/- 5,92 %, nach Exposition von 50 µg/ml 
NZA bei 63,64 +/- 5,21 %. Osmotischer Stress aktiviert nicht-selektive 
Kationenkanäle und führt zur Aktivierung der p38-MAPKinase, die bei der 
Vermittlung der Eryptose ebenfalls involviert ist. Osmotische Zellschrumpfung 
führt zur Bildung von PAF. PAF wiederum stimuliert die CER-Bildung. Die 
Untersuchungen zeigen, dass NZA nach 6-stündiger Inkubation noch keinen 
Einfluss auf die PS-Externalisierung  in Erythrozyten hat. Dies deutet daraufhin, 
dass der Effekt abhängig von der Expositionszeit ist. Es zeigt sich allerdings 
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eine signifikante Steigerung der PS-Externalisierung unter osmotischem Stress 
durch zusätzliche Exposition gegenüber NZA auch schon nach 6-stündiger 
Inkubation. Dieser Unterschied könnte durch eine simultane Stimulation der 
CER-Bildung erklärt werden. Für den FSC lagen die Werte bei den in Ringer-
Lösung inkubierten Zellen in der Kontroll-Gruppe bei 476,16 +/- 6,81, nach 
Exposition von 50 µg/ml NZA bei 450,16 +/- 4,17 und bei den in hyperosmolarer 
Lösung inkubierten Zellen in der Kontroll-Gruppe bei 367,05 +/- 1,50, nach 
Exposition von 50 µg/ml NZA bei 334,28 +/- 8,22. Hier zeigt sich nach 6-
stündiger Inkubation bereits ein signifikanter Abfall der Zellgröße nach 
Exposition von 50 µg/ml NZA. Auch hier zeigt sich eine Effektverstärkung bei 
simultaner Exposition gegenüber osmotischem Stress und NZA. Um zu 
untersuchen, ob es sich bei der in hyperosmolarer Lösung  beobachtbaren 
Effektverstärkung um die simultane Aktivierung der p38-MAPKinase durch NZA 
handelt, wurden zusätzliche Experimente mit dem p38-MAPKinase-Inhibitor 
SB203580 (2 µM) durchgeführt (Abbildung 17).  
 
Abbildung 17 - Effekt von NZA auf die PS-Expression in Anwesenheit des p38-MAPKinase-
Inhibitors SB203580. Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n = 8) FITC-Annexin-V 
positiver Erythrozyten in % nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung mit und ohne 
50 µg/ml NZA ohne (linke Balken) und in Anwesenheit von 2 µM SB203580 mit und ohne 50 
µg/ml NZA (rechte Balken). *** = (p < 0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen 
Kontroll-Gruppe ohne NZA an (ANOVA).   
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Hier konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen beobachtet 
werden, somit kann eine parallele Aktivierung der p38-MAPKinase  
ausgeschlossen werden. 
3.1.6.2 Einfluss von Energieentzug auf den Effekt von NZA 
In den Experimenten in glukosefreier Lösung zeigte sich eine signifikante 
Verstärkung der PS-Expression in Gegenwart von 50 µg/ml NZA unter dem 
zusätzlichen Stressfaktor des zellulären Energieentzugs (Abbildung 18). 
 
Abbildung 18 - Effekt von Energieentzug in glukosefreier Lösung. Balkendiagramm der 
Mittelwerte und SEM (n=4) FITC-Annexin-V-positiver Erythrozyten in % in Ringer-Lösung mit 
und ohne 50 µg/ml NZA (linke Balken) und in glukosefreier Lösung mit und ohne 50 µg/ml NZA 
(rechte Balken). * = (p < 0,5), *** = (p < 0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zur 
Kontroll-Gruppe an. # = (p < 0,5) zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ohne 
50 µg/ml NZA in glukosefreier Lösung an (ANOVA).  
Die PS-positiven Zellen erreichten einen Anteil von 1,96 +/- 0,15 % ohne und 
10,49 +/- 1,32 % mit 50 µg/ml NZA in der Kontrollgruppe, und einen Anteil von 
20,71 +/- 1,49 % ohne und 38,84 +/- 6,76 % mit 50 µg/ml NZA in der Gruppe in 
glukosefreier Lösung.  
3.1.7 Hämolyse durch NZA 
Um den Hämolyse-Grad der Zellen in Gegenwart von NZA zu untersuchen 
wurde mit Hilfe einer Eichkurve der Hämoglobinkonzentrationen der Hämolyse-
Grad photometrisch bestimmt. Abbildung 19 zeigt den Hämolyse-Grad anhand 
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der Hämoglobinkonzentrationen im Überstand nach 48 h Inkubation im 
Vergleich zum Anteil PS-positiver Zellen. Die Experimente zeigen, dass eine 
signifikant erhöhte Hämolyse der Zellen erst bei höheren NZA-Konzentrationen 
im Vergleich zu den PS-Experimenten entsteht (20 µg/ml NZA).  Weiter ist der 
Anteil hämolysierter Zellen bei gleichen Konzentrationen von NZA geringer als 
der Anteil PS-positiver Zellen. Die Messung der Hämolyse zeigt ebenfalls eine 
positive Konzentrations-Wirkungs-Beziehung. Die Mittelwerte und SEM lagen 
bei einer Gruppengröße von n = 5 in der Kontrollgruppe bei 1,01 +/- 0,06 %, 
nach Exposition von 1 µg/ml NZA bei 1,41 +/- 0,14 %, von 10 µg/ml NZA bei 
1,38 +/- 0,09 %, von 20 µg/ml NZA bei 1,97 +/- 0,12 % und von 50 µg/ml NZA 
bei 4,94 +/- 0,24 % sowie bei 1,26 +/- 0,1 % nach Exposition gegenüber 1 µg/ml 
DMSO alleine. 
 
Abbildung 19 - Hämolyse durch NZA. Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM des 
Hämoglobingehaltes (in % des Hämoglobingehaltes nach vollständiger Hämolyse) nach 48-
stündiger Inkubation in Ringer-Lösung und nach Zugabe von 1 – 50 µg/ml NZA bzw. 1 µg/ml 
DMSO (graue Balken) (n = 5) und Prozentsatz FITC-Annexin-V-positiver Erythrozyten nach 48-
stündiger Inkubation in Ringer-Lösung (weißer Balken) und nach Zugabe von 1 – 50 µg/ml NZA 
bzw. 1 µg/ml DMSO (schwarze Balken) (n = 9). ### = (p < 0,001), ## = (p < 0,01),  # = (p < 0,05), 
*** = (p < 0,001), * = (p < 0,05) zeigt einen signifikanten Unterschied zu der jeweiligen Kontroll-
Gruppe an (ANOVA). Abbildung modifiziert nach (Arnold et al., 2014b)  
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3.1.8 Effekt von TIZ auf Erythrozyten 
NZA wird in vivo schnell in den aktiven Metaboliten TIZ umgewandelt. Zur 
Untersuchung ob eine Exposition gegenüber dem Metaboliten TIZ zu den 
gleichen Veränderungen wie eine Exposition gegenüber NZA führt, wurden 
zusätzliche Experimente mit TIZ durchgeführt. Abbildung 20 zeigt, dass eine 
statistisch signifikante Erhöhung der FITC-Annexin-V-positiven Zellen ab einer 
Konzentration von 20 µg/ml TIZ erreicht wird. Das Original-Histogramm zeigt 
den Effekt von TIZ auf die Annexin-V-Fluoreszenz nach 48-stündiger Exposition 
in Ringer-Lösung. Auch bei TIZ zeigt sich eine positive Dosis-Wirkungs-
Beziehung analog zu den Daten mit NZA.  
 
 
Abbildung 20 - Effekt von TIZ auf die PS-Expression. [A] Original-Histogramm der FITC-
Annexin-V-Fluoreszenz nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von TIZ 
(grauer Schatten) und nach Zugabe von 50 µg/ml TIZ (schwarze Linie). [B] Balkendiagramm der 
Mittelwerte und SEM (n = 4) FITC-Annexin-V-positiver Erythrozyten in % nach 48-stündiger 
Inkubation in Ringer Lösung (weißer Balken) und nach Zugabe von 1 – 50 µg/ml TIZ bzw. 1 
µg/ml DMSO (schwarzer Balken). ** = (p < 0,01), * = (p < 0,05) zeigt einen signifikanten 
Unterschied zur Kontroll-Gruppe an (ANOVA).   
Die Mittelwerte und SEM lagen bei einer Gruppengröße von n = 4 in der 
Kontrollgruppe bei 1,92 +/- 0,27 %, nach Exposition von 1 µg/ml TIZ bei 2,76 +/- 
0,43 %, von 10 µg/ml TIZ bei 4,78 +/-0,78 %, von 20 µg/ml TIZ bei 6,50 +/- 
1,54 % und von 50 µg/ml TIZ bei 8,12 +/- 1,54 % sowie bei 3,20 +/- 1,40 % 
nach Exposition gegenüber 1 µg/ml DMSO alleine. Abbildung 21 zeigt die 
Veränderung des Vorwärtsstreulichtes. Auch hier zeigt sich eine 
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dosisabhängige Abnahme des FSC im Sinne einer Zellschrumpfung nach 
Exposition gegenüber TIZ. Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde bei 
einer Gruppengröße von n = 4 nicht erreicht. Abbildung 22 zeigt die 
Veränderungen des intrazellulären Calciums nach Messungen mit Fluo-3-AM.  
 
 
Abbildung 21 - Effekt von TIZ auf das Vorwärtsstreulicht. [A] Original-Histogramm des FSC 
nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von TIZ (grauer Schatten) und 
nach Zugabe von 50 µg/ml TIZ (schwarze Linie). [B] Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM 
(n = 4) des FSC (geometrisches Mittel) nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung (weißer 
Balken) und nach Zugabe von 1 – 50 µg/ml TIZ bzw. 1 µg/ml DMSO (schwarze Balken).   
 
Abbildung 22 - Effekt von TIZ auf die Fluo-3-Fluoreszenz. [A] Original-Histogramm der Fluo-3-
Fluoreszenz nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von TIZ (grauer 
Schatten) und nach Zugabe von 50 µg/ml TIZ (schwarze Linie). [B] Balkendiagramm der 
Mittelwerte und SEM (n = 4) der Fluo-3-Fluoreszenz (geometrisches Mittel) nach 48-stündiger 
Inkubation in Ringer-Lösung (weißer Balken) und nach Zugabe von 1 - 50 µg/ml TIZ bzw. 
1 µg/ml DMSO (schwarze Balken).  
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Die Experimente zeigen, dass auch der aktive Metabolit fähig ist eine 
Verstärkung der PS-Externalisierung auszulösen. Es zeigt sich ebenfalls ein 
nicht signifikanter Trend zur Zellschrumpfung. TIZ hat wie auch NZA keinen 
signifikanten Einfluss auf die Calcium-Konzentration.  
 
Wie bereits erwähnt wird NZA in vivo schnell zum aktiven Metaboliten TZA 
metabolisiert. Dieser erreicht nach etwa 4 Stunden seine maximale 
Plasmakonzentration. Eine Übertragung der in vitro Daten von NZA, mit einer 
Exposition für 48 Stunden, auf eine theoretische Wirkung in vivo wäre aufgrund 
der schnellen Umwandlung in den Metaboliten TIZ nicht ohne weiteres möglich. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen mit TIZ unterstützen die Theorie, dass die 
Auslösung des suizidalen Erythrozyten-Zelltodes durch NZA / TIZ auch bei 
klinischem Gebrauch von NZA in vivo möglich wäre und somit zumindest 
teilweise die durch NZA ausgelöste Anämie erklären könnte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
62 
 
3.2 Suizidaler Erythrozyten-Zelltod durch MX  
3.2.1 Effekt von MX auf die PS-Expression  
Um den Effekt von MX auf die PS-Expression zu messen, wurden ebenfalls 
verschiedene Konzentrationen von MX zu den Ansätzen gegeben. Abbildung 
23 zeigt, dass sich bereits nach Zugabe von 10 µg/ml MX und 48-stündiger 
Inkubation ein signifikanter Anstieg der FITC-Annexin-V-bindenden Zellen 
gegenüber der Kontroll-Gruppe in Ringer-Lösung messen lässt. Das Original-
Histogramm zeigt den Unterschied der FITC-Annexin-V-Fluoreszenz nach 
Zugabe von 25 µg/ml MX gegenüber der Kontroll-Gruppe an. Auch hier wurde 
der Anteil der Zellen, deren Fluoreszenzintensität innerhalb des mit M1 
angegebenen Bereiches fallen, als PS-positiv gezählt und anschließend deren 
Anteil an der Gesamtpopulation der gemessenen Zellen (50.000) in % 
berechnet.  
 
 
Abbildung 23 - Effekt von MX auf die PS-Expression. [A] Original-Histogramm FITC-Annexin-V-
positiver Erythrozyten nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von MX 
(grauer Schatten) und nach Zugabe von 25 µg/ml MX (schwarze Linie) [B] Balkendiagramm der 
Mittelwerte und SEM (n = 8) FITC-Annexin-V-positiver Erythrozyten in % nach 48-stündiger 
Inkubation in Ringer-Lösung (weißer Balken) und nach Zugabe von 5 – 25 µg/ml MX bzw. 1 
µg/ml DMSO (schwarze Balken). *** = (p < 0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zur 
Kontroll-Gruppe an (ANOVA). Abbildung modifiziert nach (Arnold et al., 2014a). 
Wie schon bei NZA beobachtet, ist auch hier eine positive Dosis-Wirkungs-
Beziehung zwischen der MX-Konzentration und der PS-Expression zu 
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erkennen. Alle Messansätze mit Ausnahme der Ringer Kontrolle enthalten 
DMSO in einer Konzentration von 1 µg/ml. Die Mittelwerte und SEM lagen bei 
einer Gruppengröße von n = 8 in der Kontrollgruppe bei 1,66 +/- 0,25 %, nach 
Exposition von 5 µg/ml MX bei 1,75 +/- 0,29 %, von 10 µg/ml MX bei 4,77 +/- 
0,23 %, und von 25 µg/ml MX bei 9,29 +/- 0,81 % sowie bei 1,16 +/- 0,17 % 
nach Exposition gegenüber 1 µg/ml DMSO alleine. Interessanterweise zeigt MX 
gegenüber NZA bei ähnlichen Plasma-Konzentrationen einen Effekt auf die PS-
Externalisierung. Bei beiden Substanzen wird ein signifikanter Effekt ab 10 
µg/ml erreicht. Auch bei MX ist somit durch Externalisierung von PS eine 
wesentliche Charakteristik des suizidalen Erythrozyten-Zelltodes gegeben.  
3.2.2 Effekt von MX auf die Zellgröße 
Auch die Zellgröße verändert sich unter MX im Sinne einer Zellschrumpfung. Ab 
einer Konzentration von 10 µg/ml MX lässt sich ein signifikanter Abfall des FSC 
beobachten (Abbildung 24). Das Originalhistogramm zeigt die Verschiebung 
der FSC-Intensität unter Einfluss von 25 µg/ml MX in Vergleich zur Kontroll-
Gruppe.  
 
Abbildung 24 - Effekt von MX auf das Vorwärtsstreulicht. [A] Original-Histogramm des FSC 
nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von MX (grauer Schatten) und 
nach Zugabe von 25 µg/ml MX (schwarze Linie). [B] Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM 
(n = 8) des FSC (geometrisches Mittel) nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung (weißer 
Balken) und nach Zugabe von 5 - 25 µg/ml MX bzw. 1 µg/ml DMSO (schwarze Balken). *** = (p 
< 0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontroll-Gruppe an (ANOVA). Abbildung 
modifiziert nach (Arnold et al., 2014a). 
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Die Mittelwerte und SEM des geometrischen Mittels der Signalintensitäten 
lagen bei einer Gruppengröße von n = 8 in der Kontrollgruppe bei 465,52 +/- 
3,94, nach Exposition von 5 µg/ml MX bei 438,33 +/- 2,24, von 10 µg/ml bei 
346,42 +/- 7,11, und von 25 µg/ml bei 328,79 +/- 11,79 sowie bei 467,32 +/- 
3,96 nach Exposition gegenüber 1 µg/ml DMSO alleine. Auch der FSC-Abfall 
zeigt eine positive Dosis-Wirkungs-Beziehung. Somit ist auch ein zweites 
charakteristisches Merkmal des suizidalen Erythrozyten-Zelltodes erfüllt. 
3.2.3 Effekt von MX auf die intrazelluläre Calciumkonzentration 
Die PS-Externalisierung und Zellschrumpfung durch MX könnte das Resultat 
eines intrazellulären Calciums Anstiegs sein. Der Versuch, das intrazelluläre 
Calcium zu messen, zeigt einen drastischen Abfall der FLUO-3-Fluoreszenz wie 
in Abbildung 25 dargestellt. Dies kann zum einen auf einen echten Abfall des 
intrazellulären Calciums oder aber einen Verlust des Fluoreszenz-Farbstoffes 
zurückzuführen sein.  
 
Abbildung 25 - Effekt von MX auf die Fluo-3-Fluoreszenz. [A] Balkendiagramm der Mittelwerte 
und SEM (n = 8) der Fluo-3-Fluoreszenz (geometrisches Mittel) nach 48-stündiger Inkubation in 
Ringer-Lösung (weißer Balken) und nach Zugabe von 5 - 25 µg/ml MX bzw. 1 µg/ml DMSO 
(schwarze Balken). *** = (p < 0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontroll-Gruppe 
an (ANOVA). [B] Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n = 3) der Fluo-3-Fluoreszenz 
nach einstündiger Inkubation in Ringer-Lösung (weißer Balken) und nach Zugabe von 1 mM 
Ionomycin alleine (grauer Balken) und in Kombination mit 25 µg/ml MX (schwarzer Balken). 
(Signifikanzen nicht berechnet).  
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Es wurden Kontrollmessungen mit Ionomycin, einem Calcium-Ionophor, als 
Positiv-Kontrolle durchgeführt. Ionomycin verursacht einen deutlichen 
artifiziellen Calciumanstieg. Es zeigt sich nach Inkubation mit Ionomycin in 
Anwesenheit von 25 µg/ml MX ebenfalls ein Fluoreszenz-Abfall, sowohl 
gegenüber der Kontroll-Gruppe, als auch gegenüber der Ionomycin-Kontrolle. 
Ein Erklärungsansatz hierfür ist, dass die Zellen unter MX den 
Fluoreszenzfarbstoff verlieren, da in Anwesenheit von Ionomycin von einem 
deutlichen Anstieg der Fluo-3 Fluoreszenz ausgegangen werden muss. Weitere 
Erklärungsansätze sind eine Komplexierung von Fluo-3 durch MX und die 
Möglichkeit einer MX-abhängigen Inhibition der Esterasen welche Fluo3-AM 
intrazellulär spalten. Die Calcium-Messungen mit Fluo-3 sind somit nicht 
aussagekräftig. Um zu untersuchen, ob ein Calcium-Einstrom von extrazellulär 
für die durch MX ausgelöste Membranveränderungen eine Voraussetzung 
darstellt, wurden zusätzliche Experimente in calciumfreier Umgebung und 
zusätzlicher Komplexierung des verbleibenden Calciums mittels EGTA 
durchgeführt.  
 
Abbildung 26 - Effekt von MX auf die PS-Expression in calciumfreier Umgebung. [A] 
Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n = 4) FITC-Annexin-V-positiver Erythrozyten in % 
nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung mit und ohne 25 µg/ml MX (linke Balken) und in 
calciumfreier Lösung mit und ohne 25 µg/ml MX (rechte Balken). [B] Balkendiagramm der 
Mittelwerte und SEM (n = 5) der FITC-Annexin-V-positiver Erythrozyten in % nach 48-stündiger 
Inkubation in Ringer-Lösung mit und ohne 25 µg/ml MX (linke Balken) und in calciumfreier 
Lösung mit 1 mM EGTA mit und ohne 25 µg/ml MX (rechte Balken). *** = (p < 0,001) zeigt 
einen signifikanten Unterschied zur Kontroll-Gruppe an (ANOVA). Abbildung modifiziert nach 
(Arnold et al., 2014a). 
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Abbildung 26 zeigt die Messungen der Annexin-V-Fluoreszenz in calciumfreier 
Umgebung.Die Ergebnisse zeigen, dass die PS-Externalisierung unabhängig 
vom Calciumeinstrom erfolgt. Bezüglich der Annexin-V-Fluoreszenz zeigen sich 
keine signifikanten Veränderungen in calciumfreier Umgebung gegenüber der 
Kontrollgruppe in Ringer-Lösung. Auch nach Komplexierung des verbleibenden 
Calciums mittels EGTA zeigen sich keine Veränderungen. Die PS-
Externalisierung und Zellschrumpfung müssen daher über einen Calcium-
unabhängigen Weg erfolgen.   
3.2.4 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und Aktivierung von 
Caspasen durch MX  
Ein weiterer Auslöser des suizidalen Erythrozyten-Zelltodes ist die Vermittlung 
von oxidativem Stress über die Bildung freier Sauerstoffspezies. Um deren 
Bildung durch MX zu messen, wurden Experimente mithilfe eines Fluoreszenz-
Antikörper-Tests durchgeführt.  
 
Abbildung 27 -  Effekt von MX auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. [A] Original-
Histogramm der DCFDA-Fluoreszenz nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne 
Zugabe von MX (grauer Schatten) und nach Zugabe von 25 µg/ml MX (schwarze Linie). [B] 
Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n = 4) der DCFDA-Fluoreszenz (geometrisches 
Mittel) nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne MX (weißer Balken) und in 
Anwesenheit von 25 µg/ml MX (schwarzer Balken). **** = (p < 0,0001) zeigt einen signifikanten 
Unterschied zur Kontroll-Gruppe an (two-tailed t-test). Abbildung modifiziert nach (Arnold et al., 
2014a). 
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Abbildung 27 zeigt, dass eine 48-stündige Exposition gegenüber 25 µg/ml MX 
zu einer signifikanten Zunahme der DCFDA-Fluoreszenz führt, was auf eine 
vermehrte Bildung von ROS durch MX schließen lässt. Die Mittelwerte und 
SEM lagen bei einer Gruppengröße von n = 4 bei 16,5 +/- 1,03 in der 
Kontrollgruppe und nach Exposition gegenüber 25 µg/ml MX bei 53,39 +/- 3,35. 
Oxidativer Stress zählt zu den gut untersuchten Auslösern der Eryptose. Durch 
Öffnung nicht-selektiver Kationenkanäle (calciumabhängig) und durch 
Aktivierung von Caspasen (calciumunabhängig) kann es die PS-
Externalisierung stimulieren. Zusätzlich wurde untersucht, ob sich der Effekt 
durch Zugabe von N-Acetylcystein als Antioxidans aufheben lässt. Dazu wurde 
die PS-Externalisierung nach 48-stündiger Inkubation mit 25 µg/ml MX unter 
zusätzlicher Beigabe von 1 mM NAC untersucht. Abbildung 28 zeigt, dass sich 
die Annexin-V-Fluoreszenz in Anwesenheit von NAC (9,53 +/- 1,04) signifikant 
gegenüber der Kontroll-Gruppe ohne NAC (4,58 +/- 0,65) vermindert. Trotzdem 
zeigen die Daten auch unter antioxidativen Schutz noch eine signifikante 
Erhöhung der Annexin-V-Fluoreszenz gegenüber der Kontroll-Gruppe in 
Ringer-Lösung (1,15 +/- 0,06).  
 
Abbildung 28 - Effekt von MX auf die PS-Expression in Anwesenheit von NAC Balkendiagramm 
der Mittelwerte und SEM (n = 9) FITC-Annexin-V-positiver Erythrozyten in % nach 48-stündiger 
Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von NAC mit und ohne 25 µg/ml MX (linke Balken) 
und nach Zugabe von 1 mM NAC mit und ohne 25µg/ml MX (rechte Balken). *** = (p < 0,001) 
zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontroll-Gruppe an (ANOVA). ### = (p < 0,001) zeigt 
einen signifikanten Unterschied zum Vorhandensein von 1 mM NAC an  (ANOVA). Abbildung 
modifiziert nach (Arnold et al., 2014a). 
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Die Ergebnisse legen nahe, dass der Effekt von MX auf Erythrozyten zumindest 
teilweise auf die Bildung von ROS zurückzuführen ist und somit durch 
Ausübung von oxidativem Stress auf die Zellen vermittelt wird.      
Eine durch oxidativen Stress vermittelte Aktivierung von Caspasen könnte 
calciumunabhängig zur PS-Externalisierung führen. Aus diesem Grund wurden 
zusätzliche Experimente mit dem Pancaspase-Inhibitor Z-VAD-FMK (10 µM) 
durchgeführt. Abbildung 29 zeigt keinen signifikanten Unterschied nach 48-
stündiger Inkubation mit 25 µg/ml MX in Anwesenheit des Pancaspase-
Inhibitors gegenüber der Kontrollgruppe (n = 4).  
 
 
Abbildung 29 - Effekt von MX auf die PS-Expression in Anwesenheit des Pancaspase-Inhibitors 
Z-VAD-FMK. Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n = 4) FITC-Annexin-V-positiver 
Erythrozyten in % nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von Z-VAD-
FMK mit und ohne 25 µg/ml MX (linke Balken) und nach Zugabe von Z-VAD-FMK (10 µM) mit 
und ohne 25 µg/ml MX (rechte Balken). *** = (p < 0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied 
zur Kontroll-Gruppe an (ANOVA). 
Zusammenfassend lässt sich anhand der Daten die Bildung von ROS unter MX 
nachweisen. Deren Effekt auf die Eryptose lässt sich durch NAC abschwächen, 
jedoch nicht vollständig aufheben. Es kann keine Aktivierung von Caspasen als 
calciumunabhängiger Signalweg zur PS-Externalisierung nachweisen werden.   
3.2.5 Effekt von MX auf die Bildung von CER 
Um den Effekt von MX auf die Bildung von CER zu untersuchen, wurde 
ebenfalls ein Fluoreszenz-Antikörper-Test durchgeführt. Nach einer Exposition 
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von 25 µg/ml MX zeigt sich nach 48-stündiger Inkubation ein signifikanter 
Anstieg der CER-Konzentration (n = 12). Das Original-Histogramm zeigt den 
Anstieg der Fluoreszenz-Intensität unter Einfluss von 25 µg/ml im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. Die Mittelwerte und SEM lagen in der Kontroll-Gruppe bei 16,8 
+/- 1,07, nach Exposition gegenüber 25 µg/ml MX bei 21,42 +/- 1,22.  
 
Abbildung 30 - Effekt von MX auf die Bildung von CER. [A] Original-Histogramm der FITC-Anti-
CER-Fluoreszenz nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von MX (grauer 
Schatten) und nach Zugabe von 25 µg/ml MX (schwarze Linie). [B] Balkendiagramm der 
Mittelwerte und SEM (n = 12) der FITC-Anti-CER-Fluoreszenz (geometrisches Mittel) nach 48-
stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne MX (weißer Balken) und in Anwesenheit von 25 
µg/ml MX (schwarzer Balken). ** = (p < 0,01) zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontroll-
Gruppe an (two-tailed t-test).  Abbildung modifiziert nach (Arnold et al., 2014a). 
Die Fähigkeit von MX, den CER-Metabolismus zu beeinflussen wurde bereits in 
kernhaltigen Zellen gezeigt. Bisher existieren keine Daten die zeigen, dass MX 
auch in Erythrozyten befähigt ist die CER-Bildung zu stimulieren.  
3.2.6 Effekt von MX auf die Aktivierung der p38-MAPKinase  
Um eine zusätzliche Aktivierung der p38-MAPKinase durch MX zu untersuchen 
wurden weitere Experimente mit dem p38-MAPKinase Inhibitor SB203580 (2 
µM) durchgeführt. Wie in Abbildung 31 dargestellt konnte eine Erhöhung der 
FITC-Annexin-V Fluoreszenz nach 48-stündiger Inkubation mit 25 µg/ml MX 
sowohl in der Kontrollgruppe, als auch in Anwesenheit des p38-MAPKinase-
Inhibitors gemessen werden. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied 
zwischen den jeweiligen Gruppen. Daraus lässt sich schließen, dass eine 
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Aktivierung der p38-MAPKinase keine Voraussetzung für die MX vermittelte 
Eryptose darstellt.  
 
 
Abbildung 31 - Effekt von MX auf die PS-Expression in Anwesenheit des p38-MAPKinase-
Inhibitors SB203580. Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n = 5) FITC-Annexin-V-
positiver Erythrozyten in % nach 48-stündiger Inkubation in Ringer-Lösung ohne Zugabe von 
SB203580 mit und ohne 25 µg/ml MX (linke Balken) und nach Zugabe von SB203580 (2 µM) 
mit und ohne 25 µg/ml MX (rechte Balken). *** = (p < 0,001) zeigt einen signifikanten 
Unterschied zur Kontroll-Gruppe an (ANOVA). 
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3.2.7 Effekt von MX in Zusammenhang mit zusätzlichen Stressoren 
Um die Auswirkung von MX simultan zu anderen zellulären Stressoren zu 
untersuchen, wurden Experimente unter Entzug von Glukose durchgeführt.  
 
 
Abbildung 32 - Effekt von MX auf die PS-Expression unter zusätzlichem Energieentzug in 
glukosefreier Lösung. Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM (n = 5) FITC-Annexin-V-
positiver Erythrozyten in % nach 48-stündiger Inkubation in Ringerlösung mit und ohne 25 µg/ml 
MX (linke Balken) und in glukosefreier Lösung mit und ohne 25 µg/ml MX. (rechte Balken). *** = 
(p < 0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontroll-Gruppe an (ANOVA). 
Abbildung 32 zeigt eine Verstärkung der PS-Expression in Gegenwart von 25 
µg/ml MX und zusätzlichem Glukoseentzug gegenüber 25 µg/ml MX alleine. 
Gegenüber der Kontrolle unter Glukoseentzug alleine zeigt sich bei einer 
Gruppengröße von n = 5 keine signifikante Verstärkung des Effektes.  
3.2.8 Hämolyse durch MX 
Um den Hämolysegrad der Zellen in Gegenwart von MX zu untersuchen wurde 
mit Hilfe einer Eichkurve der Hämoglobinkonzentrationen der Hämolysegrad 
photometrisch bestimmt. Abbildung 33 zeigt den Hämolysegrad anhand der 
Hämoglobinkonzentrationen im Überstand nach 48 h Inkubation im Vergleich 
zum Anteil FITC-Annexin-V-positiver Zellen in %. Die Experimente zeigen eine 
signifikante Erhöhung des Hämoglobingehalts bei gleichen MX-
Konzentrationen. Bei diesen Konzentrationen wird auch einen Anstieg der PS-
Externalisierung gemessen.  
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Abbildung 33 - Hämolyse durch MX. Balkendiagramm der Mittelwerte und SEM des 
Hämoglobingehaltes (in % des Hämoglobingehaltes nach vollständiger Hämolyse) nach 48-
stündiger Inkubation in Ringer-Lösung und nach Zugabe von 5 – 25 µg/ml MX bzw. 1 µg/ml 
DMSO (graue Balken) (n = 5) und Prozentsatz FITC-Annexin-V-positiver Erythrozyten nach 48-
stündiger Inkubation in Ringer-Lösung (weißer Balken) und nach Zugabe von 5 – 25 µg/ml MX 
bzw. 1 µg/ml DMSO (schwarze Balken) (n = 8). ### = (p < 0,001), # = (p < 0,05), *** = (p < 0,001) 
zeigt einen signifikanten Unterschied zu den jeweiligen Kontroll-Gruppe an (ANOVA). 
Der Anteil hämolysierter Zellen ist dabei ähnlich dem Anteil PS-exponierender 
Zellen. Die Messung der Hämolyse zeigt ebenfalls eine positive Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung. Die Hämolyse stellt eine alternative Reaktion der Zellen 
auf Stresssignale dar. Aus den Ergebnissen lässt sich schließen, dass 
entweder nicht alle Zellen auf MX mit Eryptose reagieren oder bereits lysieren 
bevor die Zellen den Zelltod mittels Eryptose einleiten können. Die durch MX 
ausgelösten Veränderungen im Sinne eines suizidalen Erythrozyten-Zelltodes 
könnten daher eine physiologische Reaktion darstellen, um eine exzessive 
Hämolyse zu verhindern.   
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4 Diskussion  
4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse   
Zielsetzung dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob Nitazoxanid, dessen aktiver 
Metabolit Tizoxanid und Mitoxantron befähigt sind, den als Eryptose 
bezeichneten suizidalen Zelltod von Erythrozyten auszulösen. Beide 
Substanzen haben einen nachgewiesenen pro-apoptotischen Effekt in 
kernhaltigen Zellen und können bei klinischem Gebrauch zu einem relevanten 
Erythrozytenabfall im peripheren Blut führen. Die in der vorliegenden Arbeit 
erhobenen Ergebnisse zeigen, dass beide Substanzen befähigt sind, die PS-
Externalisierung auf der äußeren Erythrozytenmembran zu stimulieren und eine 
Zellschrumpfung auszulösen. Beides sind charakteristische Merkmale der 
Eryptose. Darüber hinaus wurde versucht die zugrundeliegenden Signalwege 
aufzuklären und die Ergebnisse mit zusätzlichen Experimenten zu untermauern. 
Im Falle von Nitazoxanid konnte eine Stimulation der endogenen CER-
Produktion gezeigt werden. Dies stellt einen neuen, bislang nicht 
beschriebenen Effekt der Substanz dar. Im Falle von Mitoxantron konnte die 
Bildung von ROS sowie die Stimulation der CER-Produktion nachgewiesen 
werden. Es existieren Daten über die Fähigkeit von MX, die CER-Produktion in 
kernhaltigen Zellen zu stimulieren, eine Stimulation der CER-Produktion in 
Erythrozyten war bislang ebenfalls nicht beschrieben. Interessanterweise 
scheint der Effekt beider Substanzen calciumunabhängig zu sein. Beide 
Substanzen vermitteln ihren Effekt dosisabhängig und bei in vivo erzielbaren 
Plasmakonzentrationen. Diese entsprechen jeweils den therapeutischen 
Konzentrationen, unter welchen die Substanzen klinisch eingesetzt werden.   
4.2 Limitationen und methodische Einschränkungen 
Die Durchführung sämtlicher Experimente erfolgte in vitro. In vivo-Studien oder 
Tierexperimente wurden nicht durchgeführt. Die theoretische Übertragung der 
in vitro erhobenen Daten auf den klinischen Gebrauch ist somit nur 
eingeschränkt möglich. Um eine möglichst physiologische Umgebung für die 
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Testerythrozyten zu schaffen, wurden pH-Wert, Temperatur, Osmolarität und 
Glukosekonzentrationen gemäß den Angaben in 2.3 den physiologischen 
Bedingungen angepasst. Die Testerythrozyten wurden vor Sonneneinstrahlung 
und mechanischer Schädigung geschützt. Trotzdem ist davon auszugehen, 
dass eine physiologische Umgebung durch die Komplexität der Regulation der 
physiologischen Prozesse im Blutplasma nur bedingt nachzuahmen ist. Alle 
Messungen wurden bei einem Hämatokrit von 0,4 % durchgeführt, welcher 
deutlich unter dem physiologischen Hämatokrit von 37 – 45 % bei Frauen und 
42 – 50 % bei Männer liegt. Diese Anpassung der rheologischen Eigenschaften 
war notwendig um eine optimale Flussrate für die Messungen erzielen und 
falsche Messwerte durch Verstopfen der Kapillare des Durchflusszytometers 
verhindern zu können. Die in den Experimenten vollzogene 48-stündige 
Inkubation in Anwesenheit der Testsubstanzen stellt nur ein unzureichendes 
Modell der in vivo deutlich komplexeren Pharmakodynamik und -kinetik der 
jeweiligen Testsubstanzen dar. So können den Konzentrationsschwankungen 
im Plasma, der komplexen Aufnahme-, Verteilungs- und Eliminationskinetik, 
einer möglichen intrazellulären Akkumulation von Substanzen bei wiederholter 
Exposition und der Effekt einer gleichzeitigen temporären Exposition gegen 
andere zelluläre Stressoren nur unzureichend Rechnung getragen werden. Es 
kann keine Aussage über den Einfluss der Pharmaka auf Erythrozyten, welche 
innerhalb ihrer Lebensspanne von ca. 120 Tagen mehrfach den Substanzen 
ausgesetzt werden, getroffen werden. Eine mögliche Übertragung von in vitro 
gewonnen Daten zur medikamenten-induzierten Eryptose auf die Exposition in 
Patienten unter Behandlung konnte am Beispiel von Sorafenib und Patienten 
mit hepatozellulärem Karzinom gezeigt werden (Lupescu et al., 2012).   
 
Die in dieser Arbeit angewandte Methodik der durchflusszytometrischen 
Bestimmung mittels verschiedener Fluoreszenzfärbungen und 
Antikörpernachweismethoden (FITC-Annexin-V, Fluo-3-AM, DCFDA, Anti-CER-
Antikörper) sowie die Auswertung des Vorwärtsstreulichtes sind anerkannte und 
gut etablierte Methoden (Cowart et al., 2002; Dive et al., 1992; Eruslanov et al., 
2010; Vandenberghe et al., 1990; Vermes et al., 1995). Die 
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Durchflusszytometrie zur Bestimmung der PS-Externalisierung mittels FITC-
Annexin-V kann als Standardmethode der klinischen Forschung im Bereich des 
PCD angesehen werden (Koopman et al., 1994; Martin et al., 1995; Vermes et 
al., 1995). Alle Messungen erfolgten nach modifizierten, gut etablierten 
Protokollen der Hersteller. Üblicherweise erfolgt in diesen Protokollen während 
der Annexin-V-Messung auch die Messung der Zellviabilität. Dazu werden die 
Zellen parallel zur Färbung mit Annexin-V mit Propidiumiodid gefärbt. 
Propidiumiodid kann eine intakte Zellmembran nicht passieren. Bei spät 
apoptotischen Zellen und bei der Nekrose, gelangt es aber durch die 
beschädigte Zellmembran in die Zelle und interkaliert dort mit der DNA. Durch 
die Interaktion mit der DNA verschiebt sich sein Absorptions- und 
Emissionsmaximum. Somit kann zwischen früh-apoptotischen und spät-
apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen unterschieden werden (Vermes et al., 
1995). Aufgrund des Fehlens von DNA kann diese Methodik bei der 
Untersuchung der Eryptose nicht angewandt werden. Somit ergibt sich das 
Risiko von Verfälschung der Ergebnisse der Annexin-V-Messungen durch 
exzessive Hämolyse und dadurch bedingte Bindung von FITC-V-Annexin an die 
innere Erythrozytenmembran. Im Rahmen der zytometrischen Untersuchung 
könnten diejenige Erythrozyten, welche sich zum Zeitpunkt der Messung 
gerade im Prozess der Hämolyse befinden, fälschlicherweise als intakte Zellen 
gemessen werden. Somit ergibt sich die Notwendigkeit der gleichzeitigen 
Bestimmung des Hämolysegrads um Fehlergebnisse durch eine exzessive 
Hämolyse auszuschließen. Der alleinige Nachweis mittels Durchflusszytometrie 
stellt ebenfalls eine Limitation der Arbeit dar. Um die Ergebnisse bezüglich Ihrer 
Validität zu prüfen, existieren weitere etablierte Methoden, beispielsweise der 
direkte Fluoreszenznachweis durch konfokale Mikroskopie. Bezüglich der PS-
Externalisierung konnten in anderen Arbeiten mit den durchflusszytometrischen 
Daten übereinstimmende, direkte Nachweise einer erhöhten Annexin-V-
Fluoreszenz auf der Erythrozytenmembran erbracht werden (Abed et al., 2014; 
Alzoubi et al., 2014; Bissinger et al., 2014; Lupescu et al., 2012). So kann 
davon ausgegangen werden, dass die erhobenen Daten trotz der Limitationen 
der Methodik valide und reproduzierbar sind. Alle Proben wurden gemäß den in 
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Kapitel 2 beschriebenen Vorsichtsmaßnahmen behandelt. Trotz dieser 
Maßnahmen können Fehlergebnisse durch Kontamination der Proben nicht 
völlig ausgeschlossen werden. Um das Risiko dadurch verursachter Fehler zu 
minimieren, wurden mehrfache Messung mit verschiedenen Erythrozyten an 
unterschiedlichen Tagen durchgeführt.   
4.3 Eryptose durch NZA 
Die Ergebnisse zeigen, dass NZA befähigt ist, die durch PS-Externalisierung 
und Zellschrumpfung charakterisierte Eryptose in Erythrozyten auszulösen. Die 
Mehrheit der bisher bekannten Xenobiotika, welche Eryptose auslösen, 
vermitteln ihren Effekt über eine Erhöhung der intrazellulären 
Calciumkonzentration (Lang et al., 2012a). Durch Messungen des 
intrazellulären Calciums konnte gezeigt werden, dass die PS-Externalisierung 
durch NZA nicht auf einer Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration 
beruht. Trotzdem konnte durch die Versuche in calciumfreier Umgebung eine 
Abhängigkeit von der Existenz extrazellulären Calciums nachgewiesen werden. 
Neben der Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration stellt die Bildung 
von CER einen alternativen Weg zur Initiation der Eryptose dar. CER kann die 
Zellen für Calcium sensibilisieren und somit auch bei normalen 
Calciumkonzentrationen Eryptose auslösen. Dies konnte unter anderem bei 
Untersuchungen der durch osmotischen Stress ausgelösten Eryptose 
nachgewiesen werden (Lang et al., 2004a). Die durch osmotischen Stress 
ausgelösten Membranveränderungen sind zwar ebenso calciumabhängig, aber 
durch Calciumentzug nicht völlig auszuschalten. Calcium stellt somit keine 
Voraussetzung für die durch CER initiierte PS-Externalisierung dar (Lang et al., 
2004a). Eine Exposition gegenüber C6-Ceramid und bakterieller 
Sphingomyelinase führt in Erythrozyten zu einer PS-Externalisierung und 
Zellschrumpfung ohne signifikante Calciumerhöhung (Lang et al., 2004a). Unter 
den bisher bekannten Auslösern der Eryptose konnte die Stimulation der CER-
Synthese durch eine Vielzahl von Xenobiotika nachgewiesen werden. 
Cyclosporin und Geldanamycin führen beispielsweise, ebenso wie NZA, zu 
einer Stimulation der CER-Synthese ohne gleichzeitige Erhöhung des 
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intrazellulären Calciums (Jilani et al., 2013; Niemoeller et al., 2006). Im 
Gegensatz dazu konnte bei Paclitaxel und Rifampicin sowohl eine Stimulation 
der CER-Synthese als auch eine Calciumerhöhung nachgewiesen werden 
(Abed et al., 2012b; Lang et al., 2006c). Die genauen Mechanismen während 
der Eryptose durch CER sind dabei nicht vollständig verstanden. Gezeigt 
werden konnten eine Reorganisation von Mikrodomänen innerhalb der 
Erythrozytenmembran, Veränderungen der Interaktion zwischen Membran und 
Zytoskelett-Bestandteilen wie Bande-3-Protein und Aktin, ein Verlust der typisch 
bikonkaven Zellform, eine erhöhte Membranfragilität und die Ausbildung von 
Membranvesikeln (Dinkla et al., 2012). All dies könnte zu einer erhöhten 
Membranpermeabilität führen. Darüber hinaus könnten die Veränderungen 
auch zu einer verlängerten Passagezeit der Erythrozyten durch die Milz führen 
(Dinkla et al., 2012). Auch das im CER-Metabolismus beteiligte Enzym ist nicht 
genau charakterisiert. In kernhaltigen Zellen wird CER unter anderem durch 
Unterformen der Sphingomyelinase gebildet (Kolesnick et al., 1998). Vieles 
deutet darauf hin, dass es sich in Erythrozyten um die Unterform der sauren 
Sphingomyelinase handelt. Diese konnte in Sichelzell-Erythrozyten 
nachgewiesen werden (Awojoodu et al., 2014). Bei der Eryptose im Rahmen 
eines M. Wilson, welche ebenfalls mit einer CER-Erhöhung einhergeht, gelang 
der Nachweis einer erhöhten Plasmaaktivität der sauren Sphingomyelinase 
(Lang et al., 2007). Untersuchungen mit Inhibitoren der sauren 
Sphingomyelinase wie Amitriptylin und Fluoxetin deuten auf eine Involvierung 
des Enzyms im Rahmen der Eryptose bei gelagerten Erythrozytenkonzentraten 
hin (Hoehn et al., 2016a; Hoehn et al., 2016b). Im Gegensatz dazu zeigen 
andere Untersuchungen eine Beteiligung der neutralen Sphingomyelinase in 
Erythrozyten unter osmotischem Stress (Lopez et al., 2012).    
 
Da CER ebenfalls bei osmotischem Stress gebildet wird, decken sich die 
Ergebnisse der Messungen in hyperosmolarer Lösung mit der Theorie, dass 
CER zumindest teilweise für die Stimulation der Eryptose unter NZA 
verantwortlich ist. Eine zusätzliche Aktivierung der p38-MAPKinase konnte 
dabei ausgeschlossen werden. Ebenso konnte eine Aktivierung von Caspasen 
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ausgeschlossen werden. Diese werden unter anderem durch oxidativen Stress 
aktiviert. Versuche unter antioxidativem Schutz mit NAC zeigen keine 
Veränderung der PS-Externalisierung. Bei der Bildung von ROS durch NZA 
wäre eine Abnahme der Fluoreszenzintensität zu erwarten. Der in vivo aktive 
Metabolit TIZ kann gleiche Veränderungen wie NZA in Erythrozyten auslösen, 
sodass Eryptose die unter NZA auftretenden Anämien erklären könnte.  
 
Eine Aktivierung der Sphingomyelinase bzw. die Bildung von CER durch NZA in 
kernhaltigen Zellen ist bisher nicht beschrieben worden. Ein pro-apoptotischer 
Effekt in verschiedenen Zellreihen kann dagegen als gesichert gelten. NZA 
beeinflusst dabei in kernhaltigen Zellen verschiedene Signalwege. In 
Kolonkarzinom-Zellen könnte der pro-apoptotische Effekt teilweise auf einer 
verstärkten Expression der zur Bcl-2-Familie gehörenden pro-apoptotischen 
Proteine Bim und Puma beruhen (Brockmann et al., 2015; Sidler et al., 2012). 
Interessanterweise aktiviert das dem NZA ähnliche Thiazolid-Derivat RM4819 in 
Kolonkarzinom-Zellen die p38-MAPKinase und lässt sich durch 
pharmakologische Inhibition der p38-MAPKinase in seiner pro-apoptotischen 
Wirkung hemmen (Brockmann et al., 2015). Diese Ergebnisse stehen im 
Kontrast zu den hier erhobenen Daten, welche keine Aktivierung der p38-
MAPKinase durch NZA zeigen. Andere Daten zeigen eine mögliche Inhibierung 
von c-Myc durch NZA (Fan-Minogue et al., 2013). NZA besitzt zudem die 
Fähigkeit zur Inhibierung der Proteindisulfid-Isomerase und könnte damit eine 
Rolle in der Aktivierung des UPR (unfolded protein Response) in bestimmten 
Tumorzellen spielen (Di Santo et al., 2013). Auch eine Inhibierung von 
mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) durch NZA wird 
diskutiert (Lam et al., 2012). NZA ist durch seine vielfältigen Interaktionen daher 
Gegenstand aktueller Forschung bezüglich einer möglichen antineoplastischen 
Nutzung (Di Santo et al., 2014). Möglicherweise kann NZA auch in kernhaltigen 
Zellen den CER-Metabolismus beeinflussen. Da dies bisher nur schlecht 
untersucht ist sollten zusätzliche Studien die Wirkung von NZA auf den CER-
Metabolismus in kernhaltigen Zellen untersuchen.  
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4.4 Eryptose durch MX  
Die Ergebnisse der Studien zeigen, dass MX ebenfalls befähigt ist, die durch 
PS-Externalisierung und Zellschrumpfung charakterisierte Eryptose in 
Erythrozyten auszulösen. Die Untersuchungen mit Fluo-3-AM zeigen einen 
deutlichen Abfall der Fluo-3 Fluoreszenz. Dabei konnte mit Hilfe des Calcium-
Ionophors Ionomycin als Positivkontrolle gezeigt werden, dass sich selbst unter 
der artifiziellen Calciumerhöhung ein Abfall der Fluo-3-Fluoreszenz zeigt. 
Ionomycin erhöht sehr deutlich die intrazelluläre Calciumkonzentration in 
Erythrozyten und eignet sich daher besonders als Positiv-Kontrolle zur 
Identifikation möglicher Fehlmessungen (Berg et al., 2001; Lang et al., 2003a). 
Eine Erklärung könnte der Verlust des Fluo-3-Farbstoffs über die 
Erythrozytenmembran während der Exposition gegenüber MX sein. Dieser 
könnte einerseits durch Hämolyse, andererseits durch eine Erhöhung der 
Membranpermeabilität ausgelöst werden. Weitere Erklärungsansätze können in 
einer möglichen Komplexierung des Fluo-3-Farbstoffes mit MX oder einer 
Hemmung des zur Spaltung von Fluo-3/AM nötigen Esterasen liegen. Die 
Ergebnisse lassen sich daher nicht sicher interpretieren. Um trotzdem eine 
Aussage über die Rolle des Calciums treffen zu können, wurden Experimente in 
calciumfreier Umgebung durchgeführt. Sie konnten zeigen, dass die PS-
Externalisierung durch MX ebenfalls calciumunabhängig stattfindet. Durch den 
Calciumentzug zeigte sich keine Veränderung des Anteils PS-positiver Zellen. 
Der genaue Einfluss von MX auf das intrazelluläre Calcium konnte dabei nicht 
aufgeklärt werden.  
 
Mittels Fluoreszenz-Antikörper-Tests gelang der Nachweis einer vermehrten 
Bildung von ROS. Ihr Effekt auf die Eryptose konnte durch antioxidativen 
Schutz mittels NAC teilweise aufgehoben werden, dennoch zeigte sich unter 
NAC eine gegenüber der Kontrollgruppe erhöhte Eryptoserate. Die Ausübung 
von oxidativem Stress und die Möglichkeit zur Bildung freier Radikale durch MX 
konnte bereits in kernhaltigen Zellen gezeigt werden (Kolodziejczyk et al., 1988; 
Reszka et al., 1986; Rossato et al., 2013). Ebenso konnte eine Hemmung der 
antioxidativen Systeme in Leberzellen nachgewiesen werden (Llesuy et al., 
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1990). Im Gegensatz dazu zeigen Studien zur Kardiotoxizität von 
Chemotherapeutika keine Vermittlung von oxidativem Stress durch MX im 
Gegensatz zu den besser untersuchten Anthracyclinen wie Doxorubicin (Lores 
Arnaiz et al., 1993).  
 
Oxidativer Stress führt während der Eryptose unter anderem zur Öffnung von 
Calciumkanälen. Dies müsste zum einen mit einer verstärkten Fluo-3-
Fluoreszenz einhergehen, zum anderen wäre der Effekt abhängig vom 
extrazellulären Calciumangebot. Es ist außerdem bekannt, dass oxidativer 
Stress Caspasen in Erythrozyten aktivieren kann. Beide Effekte scheinen nicht 
hauptsächlich für die PS-Externalisierung von MX verantwortlich zu sein. Der 
genaue Zusammenhang zwischen der hier gezeigten Bildung von ROS und der 
PS-Externalisierung durch MX erfordert deswegen weitere Experimente.  
 
Darüberhinaus zeigen die Experimente eine Stimulation der CER-Bildung in 
Erythrozyten durch MX. Dieser wurde bisher in Erythrozyten nicht beschrieben. 
In kernhaltigen Zellen (U937 Zellen) konnte die Hydrolyse von Sphingomyelin 
und Bildung von CER ab 1 µM MX nachgewiesen werden (Bettaieb et al., 
1999). Die Beeinflussung des CER-Metabolismus in kernhaltigen Zellen spielt 
dabei eine besondere Rolle als mögliches Target zur Beeinflussung der 
Resistenzentwicklung von Tumorzellen gegen Chemotherapeutika 
(Senchenkov et al., 2001). Auch eine Aktivierung von Caspase-3 durch MX 
konnte in NIH 3T3 und B14 Zellen nachgewiesen werden (Koceva-Chyla et al., 
2005). Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu den hier gezeigten 
Ergebnissen, welche keine signifikante Beeinflussung der PS-Externalisierung 
durch Inhibierung der Caspasen in Erythrozyten zeigen. Dabei muss beachtet 
werden, dass die Datenlage zur genauen Charakterisierung der durch MX 
ausgelösten Apoptose in kernhaltigen Zellen lückenhaft ist. Neben den 
beschrieben Effekten vermittelt MX die Apoptose in kernhaltigen Zellen 
hauptsächlich durch seine Fähigkeit zur Bildung von Quervernetzungen und 
Strangbrüchen der DNA und Hemmung der Topoisomerase II (Fisher et al., 
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1991; Tewey et al., 1984). Eine Aktivierung der p38-MAPKinase durch MX 
konnte in den hier durchgeführten Untersuchungen nicht gezeigt werden.  
 
Zusammenfassend legen die Experimente nahe, dass MX Eryptose über 
calciumunabhängige Wege stimuliert. Die Bildung von ROS und die 
Beeinflussung des CER-Metabolismus scheinen zumindest teilweise zu dem 
durch MX vermittelten Effekt beizutragen. Die genauen molekularen 
Mechanismen beider Signalwege sind dabei nicht vollständig aufgeklärt. Es 
sind weitere Experimente nötig um den Zusammenhang der beobachteten 
Effekte mit der PS-Externalisierung und Zellschrumpfung aufzuklären.   
4.5 Relevanz der Ergebnisse  
4.5.1 Klinische Bedeutung der Eryptose 
Die aktuellen Erkenntnisse über die Mechanismen der Eryptose legen nahe, 
dass diese eine physiologische Rolle in der Aussortierung geschädigter Zellen 
spielen (Lang et al., 2012b). PS-exponierende Zellen werden rasch aus dem 
zirkulierenden Blut eliminiert (Schroit et al., 1985; Tanaka et al., 1983). Der 
Abbau findet durch PS-Rezeptor-tragende Phagozytose-Zellen statt (de Back et 
al., 2014). Auch bei alternden Zellen wurde eine gesteigerte Phagozytose durch 
PS-Expression nachgewiesen (Boas et al., 1998). Dabei könnte die Zunahme 
des intrazellulären Calciums in alternden Zellen zu einer schnelleren 
Aussortierung beitragen (Romero et al., 1999). Die PS-Externalisierung 
begünstigt zudem die Adhärenz von Erythrozyten an den Membranen von 
Endothelzellen und Makrophagen und könnte damit auch den Abbau durch 
Phagozytose begünstigen (Eda et al., 2002; Manodori et al., 2000; Schwartz et 
al., 1985). Ohne diesen Mechanismus könnten die Zellen hämolysieren und die 
freigesetzten Zellinhalte sekundär zu einer weiteren Schädigungen des 
Organismus führen. Große Mengen freigesetztes Hämoglobin können 
beispielsweise in der Niere zu Schäden führen (Harrison et al., 1947; Paller, 
1988). Die durch die Eryptose ausgelösten Veränderungen ionenleitender 
Transmembranproteine und eine daraus folgende Zellschrumpfung, wirkt der 
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bei der Hämolyse vorrausgehenden Zellschwellung entgegen und könnte somit 
theoretisch die Zeit zum gezielten Abbau vor Eintritt der Hämolyse verlängern.  
 
Eryptose erfüllt darüber hinaus möglicherweise eine physiologische Funktion in 
der Beseitigung infizierter Erythrozyten, so zum Beispiel bei Infektion mit dem 
Malariaparasiten Plasmodium (Foller et al., 2009a). Infizierte Zellen zeigen eine 
erhöhte PS-Externalisierung (Maguire et al., 1991). Der durch die Infektion 
generierte oxidative Stress öffnet nichtselektive Kationenkanäle, was die 
Eryptose stimulieren kann. Zumindest theoretisch könnten die infizierten Zellen 
so aus dem peripheren Blut beseitigt werden (Foller et al., 2009a). Dafür spricht 
auch, dass Erkrankungen mit erhöhter Sensibilität für Eryptose, wie die 
Sichelzellanämie oder der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenasemangel einen 
Schutz gegen Malaria darstellen (Ayi et al., 2004; Cappadoro et al., 1998). 
Auch zeigen Untersuchungen, dass eryptotische Zellen seltener von 
Plasmodium infiziert werden können (Totino et al., 2011). Fetale Erythrozyten 
sind weniger sensibel gegenüber osmotischem Stress, gleichzeitig reagieren 
sie auf oxidativen Stress sensibler. Dies könnte theoretisch zu einem 
intrauterinen Schutz der Erythrozyten beitragen und einen schnelleren 
postnatalen Austausch der fetalen Erythrozyten ermöglichen (Hermle et al., 
2006). 
 
Auf der anderen Seite kann exzessive Eryptose verschiedene Pathologien 
begünstigen. Das Resultat einer gesteigerten Eryptose mit nachfolgender 
Phagozytose PS-exponierender Erythrozyten führt zu einem Abfall der 
Erythrozytenzahl und kann somit in einer relevanten Anämie resultieren, sobald 
die Kompensationskapazität zur Neubildung überschritten ist. Die Anämie stellt 
eine häufige Nebenwirkung vieler Arzneimittel dar. Bei Patienten, die eine 
zytotoxische Therapie erhalten, entwickeln bis zu 38 % eine Anämie unter 
fortlaufender Therapie (Barrett-Lee et al., 2000). Die Ausprägung der 
Symptome ist je nach Stärke der Anämie sehr variabel. Unbehandelt stellt sie 
eine Belastung für das Herz-Kreislauf-System dar (Metivier et al., 2000). Eine 
begleitende Anämie verschlechtert den Krankheitsverlauf bei Patienten mit 
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Grunderkrankungen wie einer chronischen Nierenerkrankung, einer 
Aortenstenose und der Herzinsuffizienz (Anand et al., 2004; Ezekowitz et al., 
2003; Ng et al., 2015; Thorp et al., 2009). Kann eine schwere Anämie nicht 
kausal behandelt werden, muss sie mit Transfusionen von 
Erythrozytenkonzentraten oder der Gabe von rekombinantem Erythropoetin 
therapiert werden. Beide Behandlungsoptionen gehen mit einem Risiko für 
weitere Nebenwirkungen und therapieassoziierten Komplikationen einher. Das 
genaue Verständnis der Pathogenese der medikamenteninduzierten Anämie ist 
daher von besonderer Bedeutung. Sowohl bei NZA als auch bei MX ist eine 
Anämie als Nebenwirkung beschrieben (Bobak, 2006; Kingwell et al., 2010).  
 
PS-exponierende Erythrozyten lagern sich durch Bindung des PS an den 
endothelialen CXC-Chemokin-16/Scavanger-Rezeptor (CXCL16/SR-PSOX) an 
die Gefäßwand an und können so zu Störungen der Mikrozirkulation führen 
(Borst et al., 2012). Die Bindung kann durch Hemmung des CXCL16/SR-PSOX-
Rezeptors durch small interfering RNA, neutralisierende Antikörper oder PS-
Bildung an Annexin-V aufgehoben werden (Abed et al., 2012a; Borst et al., 
2012). PS-exponierende Zellen können überdies an Thrombozyten binden. 
Dies führt zu einer Verstärkung der Mikrozirkulationsstörung und könnte die 
Bildung von Thromben unterstützen (Walker et al., 2014).  
 
Die Tatsache, dass eine Vielzahl von häufigen Pathologien beispielsweise 
Sepsis, Fieber, Diabetes mellitus Typ 1 und 2, Niereninsuffizienz  und 
Dehydratation ebenfalls begünstigend auf die Eryptose wirken und sich die 
Effekte theoretisch gegenseitig verstärken könnten, spielt eine Rolle in der 
klinischen Bewertung des Risikos bei Behandlung mit einem Eryptose-
auslösenden Arzneimittel. Die Möglichkeit zur Effektverstärkung durch 
Kombination mehrerer Eryptose-auslösender Faktoren konnte durch die 
zusätzlichen Experimente unter Energieentzug und osmotischem Stress hier 
ebenfalls gezeigt werden.  
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4.5.2 Erythrozyten als Modellzelle für Apoptose 
Erythrozyten haben einen sehr einfachen Aufbau. Ihnen fehlen sämtliche 
Organellen, insbesondere Mitochondrien. Zudem besitzen sie keinen Zellkern. 
Daher stellen reife humane Erythrozyten die einzigen Zellen dar, welche nicht 
auf klassische Apoptosesignale wie die Kultur unter Serumentzug und die 
Behandlung mit dem Proteinkinase-Inhibitor Staurosporin reagieren (Weil et al., 
1996). Trotzdem können sie durch die Eryptose einen Apoptose-ähnlichen 
Zelltod durchlaufen und besitzen damit die Fähigkeit, wie alle anderen 
humanen Zellen, ihr Überleben auf molekularer Ebene zu regulieren. Damit 
stellen sie ein sehr einfaches Modell zur Untersuchung Mitochondrien- und 
Caspasen-unabhängiger Apoptose-Mechanismen dar. Dabei zeigen auch 
andere Zellen Caspase-unabhängige Signalwege des programmierten 
Zelltodes (Lockshin et al., 2004). Die Identifikation dabei involvierter 
Mechanismen bilden die Grundlage zur Untersuchung ihrer Relevanz im 
Rahmen anderer PCD-Formen (Bratosin et al., 2001). Untersuchungen mit 
Erythrozyten verschiedener Spezies legen nahe, dass es sich beim 
programmierten Zelltod von Erythrozyten um einen konservierten Apoptose-
ähnlichen Zelltod handelt. Bei dem Verlust von Zellkern und Mitochondrien in 
humanen Erythrozyten könnte es sich daher um eine evolutionäre Anpassung 
handeln (Bratosin et al., 2004). Hypothetisch stellt die Eryptose die einfachste 
Form des PCD dar, die potentiell auch in anderen Zellen existieren könnte. Das 
genaue Verständnis der zugrundeliegenden Signalwege, die Mechanismen der 
physiologischen Regulation und pathologischen Dysregulation und die 
Möglichkeiten der therapeutischen Beeinflussung können sowohl in der 
Grundlagenforschung, als auch in der klinischen Forschung von erheblichem 
Nutzen sein. 
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4.6 Ausblick  
Die Physiologie und Pathophysiologie der Eryptose wurde in den letzten Jahren 
intensiv erforscht. Es konnten dabei einige Signalwege, Stimulatoren und 
Inhibitoren sowie die Rolle der Eryptose in der Pathogenese vergesellschafteter 
Krankheitsbilder aufgeklärt werden. Trotzdem sind die genauen Mechanismen 
insbesondere bei der hier untersuchten, durch CER ausgelösten Eryptose, nicht 
vollständig verstanden. Unter anderem bedarf es einer besseren 
Charakterisierung der in Erythrozyten für den CER-Metabolismus 
verantwortlichen Enzyme, der genaueren Aufklärung der involvierten 
Signalwege, sowie der Aufklärung der physiologischen Rolle der CER-
Homöostase in gesunden Zellen. Aus dem genaueren Verständnis könnten sich 
sowohl neue Erkenntnisse über die Regulation des Zelltodes in Erythrozyten als 
auch in kernhaltigen Zellen ergeben. Diese wären sowohl für das bessere 
Verständnis der vergesellschafteten Krankheitsbilder, als auch für die 
Entwicklung spezifischer Therapieansätze von weitreichendem Nutzen.  
 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Substanzen NZA 
und MX Eryptose auslösen können. Aus den in vitro gewonnen Ergebnissen 
kann die Hypothese formuliert werden, dass die Substanzen auch bei 
klinischem Gebrauch Eryptose auslösen und die als unerwünschte 
Arzneimittelwirkung beobachtete Anämie bedingen. Um dies zu untersuchen 
sollten prospektive, klinische Studien geplante werden. Auch die Fähigkeit zur 
Stimulation der CER-Synthese durch NZA und MX sollte durch weitere 
Untersuchungen an kernhaltigen Zellen erforscht werden, da sich daraus neue 
Erkenntnisse über die pro-apoptotischen Effekte dieser Substanzen ergeben 
können.  
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5 Zusammenfassung  
Reife, humane Erythrozyten besitzen weder einen Zellkern noch Organellen, 
trotzdem sind sie befähigt einen zellulären Prozess, ähnlich der Apoptose 
kernhaltiger Zellen zu durchlaufen, an dessen Ende der suizidale Zelltod steht. 
Dieser Prozess wird in Anlehnung an die Apoptose auch als Eryptose 
bezeichnet. Charakteristische Merkmale der Eryptose sind der Zusammenbruch 
der Phosophatidylserin (PS) -Asymmetrie mit Exposition von PS auf der 
äußeren Erythrozytenmembran, die Zellschrumpfung durch Öffnung von 
Membrankanälen sowie die Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration. 
Im Gegensatz zur Zelllyse können alte bzw. geschädigte Zellen über diesen 
Mechanismus ohne Freisetzung der intrazellulären Substanzen abgebaut 
werden. Somit liegt nahe, dass es sich bei der Eryptose um einen 
physiologischen Prozess handelt. Bei einer Vielzahl von Erkrankungen und 
klinischen Pathologien konnte eine gesteigerte Eryptose nachgewiesen werden. 
Eine Überschreitung der Kompensationskapazität führt zur Anämie. Darüber 
hinaus konnte eine Simulation der Eryptose auch durch eine Vielzahl von 
Xenobiotika gezeigt werden. In dieser Arbeit wurden die Substanzen 
Nitazoxanid (NZA) / Tizoxanid (TIZ) und Mitoxantron (MX) bezüglich ihrer 
Fähigkeit zur Stimulation der Eryptose in vitro untersucht. NZA und dessen 
aktiver Metabolit TIZ sind Antiparasitika aus der Gruppe der 5-Nitrothiazolyl-
Salicylamid-Derivte. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnte ein signifikanter 
Anstieg der PS-Externalisierung und eine Verminderung der Zellgröße in 
Erythrozyten nach 48-stündiger Inkubation mit NZA ab einer Konzentration von 
10 µg / ml nachgewiesen werden. Ein signifikanter Anstieg der PS-
Externalisierung durch TIZ konnte nach 48-stündiger Inkubation ab einer 
Konzentration von 20 µg / ml gezeigt werden. Bei der PS-Externalisierung und 
der Zellschrumpfung handelt es sich um charakteristische Merkmale der 
Eryptose. Eine Erhöhung des intrazellulären Calciums wurde nicht beobachtet. 
Als zugrundeliegender Signalweg konnte die Stimulation der Cermide (CER) -
Bildung, einem bekannter Stimulator der Eryptose, durch NZA nachgewiesen 
werden. 
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MX ist ein Chemotherapeutikum der Gruppe der Anthracendione. Es konnte ein 
Anstieg der PS-Externalisierung und eine Zellschrumpfung nach 48-stündiger 
Inkubation mit MX ab einer Konzentration von 10 µg / ml gezeigt werden. Eine 
Erhöhung des intrazellulären Calciums durch MX konnte ebenfalls nicht gezeigt 
werden. Als zugrundeliegender Signalweg legen die Experimente eine 
verstärkte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und die Stimulation der 
CER-Bildung durch MX nahe.  
 
Beide Substanzen sind demnach befähigt Eryptose über calciumunabhängige 
Wege, unter anderem durch die Stimulation der endogenen CER-Bildung, 
auszulösen. Es handelt sich um bislang nicht bekannte Effekte der Substanzen. 
Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit besitzen somit weitreichende 
Relevanz für das Verständnis therapierassoziierter Nebenwirkung der 
Medikamente und die pathophysiologischen Grundlagen der Eryptose.  
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